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 RESUMO 
A cana-de-açúcar é uma gramínea de importância econômica mundial, responsável 
por cerca de 80% da produção de açúcar do mundo. Além disso, é importante fonte 
de energia renovável, o que tem despertado interesse e investimentos visando 
melhor conhecer sua genética e fornecer subsídios para aumentar a eficiência dos 
programas de melhoramento. Sabe-se que a cana-de-açúcar possui um dos 
genomas de plantas mais complexos que se conhece. Suas cultivares (cv.), como é 
o caso da cv. R570, apresentam duas organizações cromossômicas distintas, sendo 
cerca de 80% do genoma originário da espécie Saccharum officinarum (2n = 8x = 
80) e 15-25% de Saccharum spontaneum (2n = 5x a 16x = 40 a 128), incluindo certo 
grau de aneuploidia. Os genomas ancestrais são considerados autopoliploides e a 
meiose é considerada bivalente com herança polissômica. No entanto, os processos 
que moldaram os genomas do gênero Saccharum e como esses genomas estão 
evoluindo são questões que ainda precisam ser mais bem definidas. Além disso, a 
regulação da expressão gênica neste contexto genômico tão redundante é ainda 
pouco compreendida. Por este motivo, o presente trabalho, que se encaixa em um 
esforço para sequenciar o genoma monoploide da cana-de-açúcar, teve como 
objetivo analisar três regiões genômicas da cv. R570 contendo genes provavelmente 
cópia única em cana-de-açúcar, os genes LFY (Leafy), PHYC (Fitocromo C) e TOR 
(Target of Rapamycin). Vinte e sete BACs (Bacterial Artificial Chromosome), dez de 
LFY, sete de PHYC e dez de TOR foram sequenciados, montados, anotados e 
comparados entre si e com as regiões ortólogas de sorgo e arroz, resultando em 
sete haplótipos (possíveis versões homo/homeólogas) distintos de LFY, quatro de 
PHYC e sete de TOR. Os haplótipos dos três genes (possivelmente alelos) tiveram 
sua expressão avaliada e, juntamente com alguns elementos de transposição 
sintênicos, foram analisados quanto ao seu modo de evolução. Como esperado, as 
regiões genômicas da cana-de-açúcar apresentam elevado grau de conservação, 
quanto ao conteúdo e organização gênica, comparando-se com sorgo e arroz. No 
entanto, os BACs de R570 apresentaram de quatro até 15 elementos de 
transposição cada, enquanto nas outras espécies apenas um elemento foi 
identificado na região genômica de PHYC de sorgo, indícios de uma amplificação de 
elementos de transposição no genoma da cana-de-açúcar. Os dados ainda sugerem 
 que todos os haplótipos são funcionais, uma vez que todos estão sob seleção 
purificadora (dN/dS < 1), porém, não participam de maneira equivalente para a 
expressão do gene. Para os haplótipos de TOR foi possível identificar dois grupos 
filogenéticos, provavelmente representantes de S. officinarum e S. spontaneum e 
que teriam divergido entre 2,5 e 3,5 milhões de anos atrás. As análises também 
revelaram que pelo menos um evento de duplicação genômica ocorreu na linhagem 
que deu origem a S. officinarum, após sua separação de S. spontaneum. Estes 
resultados permitiram avançar no conhecimento sobre a história evolutiva do gênero 
Saccharum e de como as cultivares modernas de cana-de-açúcar organizam seu 
genoma e regulam a expressão dos vários haplótipos homo/homeólogos.  
 ABSTRACT 
Sugarcane is a grass with global economic importance, responsible for about 80% of 
the world's sugar production. In addition, it is an important source of renewable 
energy, which has attracted attention and investments aiming to better understand its 
genetic and provide subsidies to increase the efficiency of breeding programs. 
Sugarcane has one of the most complex known plant genomes. Sugarcane cultivars 
(cv.), such as cv. R570, exhibit two distinct chromosomal organizations, being about 
80% originated from Saccharum officinarum (2n = 8x = 80) and 15-25% from 
Saccharum spontaneum (2n = 5x to 16x = 40 to 128), including a certain degree of 
aneuploidy. The ancestor genomes are considered as autopolyploids and meiosis is 
considered bivalent with a polysomic inheritance. However, the processes that 
shaped the genus Saccharum genomes and how these genomes are evolving and 
diverging are issues that still need to be better defined. Besides, the regulation of 
gene expression in this highly redundant genomic context is still poorly understood. 
For this reason, the present work, which fits in an effort to sequence sugarcane 
monoploid genome, aimed to analyze three genomic regions of cv. R570 containing 
probably single-copy genes in sugarcane, the genes LFY (Leafy), PHYC 
(Phytochrome C) and TOR (Target of Rapamycin). Twenty-seven BACs (Bacterial 
Artificial Chromosome), ten of LFY, seven of PHYC and ten of TOR, were 
sequenced, assembled, annotated and compared between themselves and with their 
sorghum and rice orthologous regions, resulting in seven distinct haplotypes 
(possible homo/homeologous versions) for LFY, four for PHYC and seven for TOR. 
The haplotypes (possibly alleles) expression for the three genes was evaluated and, 
with some syntenic transposable elements, the haplotypes were submitted to 
evolutionary analysis. As expected, the genomic regions of sugarcane have a high 
degree of conservation with sorghum and rice, regarding gene content and 
organization. However, sugarcane BACs carry from four to 15 transposable elements 
each, while, for the other species, only one element was identified in the PHYC 
genomic region of sorghum, evidence of an expansion of transposable elements in 
the sugarcane genome. The data also suggests that all the haplotypes are functional, 
once they are all under purifying selection (dN/dS < 1), however they do not 
participate equivalently to the gene expression. For TOR haplotypes it was possible 
 to identify two phylogenetic groups, which diverged between 2,5 to 3,5 million years 
ago probably representing S. officinarum and S. spontaneum. The analysis also 
revealed that at least one genome duplication event occurred in the lineage that gave 
rise to S. officinarum, after its divergence from S. spontaneum. These results bring 
advance in knowledge about the evolutionary history of the genus Saccharum and 
how modern sugarcane cultivars organize their genome and regulate the expression 
of so many homo/homeologous haplotypes. 
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INTRODUÇÃO  
1. Genomas poliploides 
1.1. Poliploidia: vantagens e desvantagens 
Poliploides são organismos cujo núcleo das células somáticas possui 
mais de duas cópias do conjunto básico de cromossomos e, dependendo da origem 
destes conjuntos, podem ser classificados em autopoliploides ou alopoliploides 
(Leitch e Bennett 1997). A origem dos autopoliploides (autopoliploidização) envolve 
uma única espécie, são gerados por mutações que alteram o número de 
cromossomos ou pela fusão de gametas não reduzidos (2n) provenientes da mesma 
espécie. Já os alopoliploides (alopoliploidização) são formados por espécies 
distintas, surgem da fusão de gametas 2n ou pela hibridização entre espécies, 
seguida por uma duplicação do genoma (Comai 2005; Tate et al. 2005; Otto 2007). 
Tanto para autopoliploides como alopoliploides, a fusão de gametas não reduzidos é 
a forma mais provável de formação dos poliploides, uma vez que a produção de 
gametas 2n acontece com certa frequência em plantas, enquanto a ocorrência de 
duplicação espontânea do genoma é um fenômeno relativamente raro (Chen e Ni 
2006). 
Dentre as principais diferenças entre auto e alopoliploides está o 
comportamento meiótico dos cromossomos. Em se tratando de eventos de 
autopoliploidização, devido à total similaridade entre os cromossomos homólogos, 
os pareamentos polissômicos e aleatórios são bastante frequentes.  No entanto, em 
casos de alopoliploidização, é esperado que a junção de dois genomas distintos 
gere, na meiose, pareamentos preferenciais entre os cromossomos oriundos do 
mesmo genoma (homólogos), seguindo o modelo dissômico, com raros ou nenhum 
pareamento entre cromossomos de espécies diferentes (homeólogos) (Renny-
Byfield e Wendel 2014). 
No reino animal os poliploides são raros e encontrados basicamente entre 
os peixes e anfíbios enquanto, entre as plantas, a poliploidia é bastante comum, 
especialmente entre as pteridófitas e as angiospermas (Otto e Whitton 2000). No 
entanto, a crescente disponibilização de genomas completos tem permitido uma 
visão ainda mais ampla da abrangência destes eventos de poliploidização para a 
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evolução dos seres vivos. De acordo com Otto e Whitton 2000, existem evidências 
se acumulando da ocorrência de eventos de poliploidização no início da evolução 
dos principais grupos animais, incluindo os vertebrados. Para as plantas, a 
importância da poliploidia para a especiação e diversificação já era conhecida, 
porém, a análise da redundância de genes e fragmentos gênicos, associada a 
estudos filogenéticos utilizando ESTs (Expressed Sequence Tags), evidenciaram 
que os genomas de todas as angiospermas passaram por diversos eventos de 
duplicação genômica (Whole Genome Duplication - WGD) (Figura 1) seguidos de 
uma reorganização para o estado diploide (paleopoliploides) (Renny-Byfield e 
Wendel 2014). 
 
 
Figura 1: Filogenia ilustrando os diversos eventos de duplicação 
genômica (losangos coloridos) que ocorreram ao longo da evolução das 
angiospermas. Ao lado do nome das espécies está indicada a ploidia estimada por 
núcleo haploide, baseado no número de eventos de duplicação ocorridos (Renny-
Byefild e Wendel 2014).  
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Portanto, uma vez que a poliploidização é uma regra, e não a exceção, 
acredita-se que ela deva conferir flexibilidade evolutiva em longo prazo, ao invés de 
produzir espécies estáticas e fadadas a extinção como inicialmente proposto (Comai 
2005; Tate et al. 2005). Dentre as vantagens da poliploidia se destacam a heterose, 
a redundância de genes e a facilidade de reprodução. A heterose, também 
conhecida como vigor híbrido, é fundamental para o sucesso dos poliploides (Otto 
2007) e está diretamente relacionada à reorganização das redes de expressão 
gênica observada após a poliploidização (Doyle et al. 2008). Este fenômeno ocorre 
tanto nos alopoliploides como nos autopoliploides (Comai 2005). 
A vantagem da redundância de genes está na maior capacidade de 
mascarar alelos recessivos deletérios, tanto na fase 2n como na fase n, diminuindo 
também as chances de formação de homozigotos recessivos. Além disso, os genes 
duplicados nos poliploides permitem o acúmulo de mutações em uma das cópias o 
que pode levar à diversificação de função (neofuncionalização) ou à 
pseudofuncinalização (Lynch e Conery 2000). Os poliploides podem ainda 
apresentar maior facilidade de reprodução, por perderem a autoincompatibilidade ou 
pelo favorecimento da reprodução assexuada. Assim a disseminação da espécie é 
garantida quando a reprodução sexuada, por autogamia ou alogamia, for impossível 
(Comai 2005). 
Porém, muitas são as desvantagens reportadas. O aumento no conteúdo 
de cromossomos da célula pode aumentar o volume nuclear desproporcionalmente 
à extensão do envelope nuclear, causando um desequilíbrio entre a estrutura e os 
componentes celulares (Comai 2005), além disso a desproporcionalidade entre 
volume e superfície celular pode deixar o desenvolvimento dos poliploides mais lento 
(Otto 2007). O estresse causado pela poliploidização desencadeia o “choque 
genômico” (genomic shock) (McClintock 1984) que é definido por Comai (2005) 
como a “perda de regulação e ativação de elementos de heterocromatina de forma 
concomitante e generalizada, levando à remodelagem do genoma”. Este evento 
altera todo o padrão epigenético ativando elementos de transposição (TEs), os quais 
podem atuar tanto na estrutura do genoma (Shaked et al. 2001) quanto na 
expressão gênica (Kashkush et al. 2003; Wittkopp et al. 2004). 
São comuns também dificuldades na meiose e mitose, pois o pareamento 
dos cromossomos, bem como o reconhecimento dos centrômeros, podem ser 
comprometidos levando à formação de aneuploides (Comai 2005). Além disso, o 
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aumento generalizado no número de cópias dos genes em um poliploide causa 
alterações nos níveis de expressão gênica e na homeostase de interação entre as 
proteínas, os quais foram otimizados por anos de seleção natural. Logo, uma série 
de ajustes é necessária para que o novo organismo seja viável (Chen 2007). No 
entanto, a ampla distribuição de plantas poliploides, apesar das desvantagens e 
dificuldades para o estabelecimento de poliploides viáveis, evidencia a elevada 
plasticidade genômica destes organismos, os quais se mostram capazes de suportar 
tantas alterações sem grandes prejuízos (Leitch e Leitch 2008). 
O vigor híbrido, as alterações de expressão de genes e a ativação de 
TEs, frutos da poliploidização, independentemente de vantajosos ou desvantajosos 
ao estabelecimento dos poliploides, foram extremamente importantes para o 
processo evolutivo/adaptativo das e possibilitaram o surgimento de características 
agronômicas novas e de interesse para a domesticação das plantas (Renny-Byfield 
e Wendel 2014). Diversas culturas de grande importância econômica são 
poliploides, como banana, café, algodão, cana-de-açúcar, batata e trigo. Assim, não 
é de se surpreender que a grande maioria das descobertas a respeito do universo 
dos poliploides foi realizada utilizando plantas cultivadas. 
 
2. Evolução de genomas poliploides 
2.1. Reorganização do genoma 
Estudos sobre a evolução dos genomas poliploides se concentraram na 
observação do comportamento de alopoliploides sintéticos e/ou recém-formados, 
havendo uma deficiência de conhecimento sobre a evolução dos genomas 
autopoliploides.   
Levy e Feldman (2002) propuseram que imediatamente após a 
alopoliploidização ocorre a “fase revolucionária”, a qual consiste de alterações 
genéticas e epigenéticas logo nas primeiras gerações, o que afetaria diretamente o 
tamanho do genoma. Nas gerações mais adiante, os alopoliploides entrariam na 
designada “fase evolucionária”, caracterizada por alterações lentas na sequência do 
DNA e por rearranjos genômicos de menor proporção.  
De fato o que se observa é que toda esta reorganização do genoma tem 
como finalidade ultrapassar as barreiras reprodutivas impostas pela poliploidização 
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(Chen 2007) bem como reestabelecer a homeostase de expressão dos genes. Neste 
contexto, muitas das espécies poliploides que se formam tendem a passar por um 
processo conhecido como diploidização, em que os cromossomos passam a 
apresentar comportamento diploide com pareamentos dissômicos durante a meiose 
(Chen e Ni 2006).  
Os mecanismos por trás da diploidização ainda são pouco conhecidos 
(Renny-Byfield e Wendel 2014), mas sabe-se que perdas massivas de genes bem 
como rearranjos genômicos estão envolvidos (Wolfe 2001). No entanto, apesar das 
várias duplicações genômicas pelas quais todas as angiospermas passaram, o 
tamanho dos genomas é relativamente pequeno e o número de genes é muito 
menor do que se esperaria (Renny-Byfield e Wendel 2014). Este processo de 
remoção de sequências redundantes é tão eficiente que o reconhecimento dos 
paleopoliploides, que já passaram pela diploidização, só é possível através do 
sequenciamento de genomas inteiros, como no caso de Arabidopsis, arroz e milho 
(Chen e Ni 2006). 
As mudanças no tamanho dos genomas são causadas principalmente 
pela inserção ou remoção de sequências repetitivas e de DNA não codificante 
(Renny-Byfield e Wendel 2014). Com relação ao número de genes, a variação 
ocorre devido à eliminação de genes duplicados, processo que pode ocorrer de 
forma preferencial em um dos genomas ou de forma randômica (Garsmeur et al. 
2014). Além disso, para alguns genes as duas cópias são mantidas, enquanto outros 
retornam à dosagem original diploide, e os padrões não são aleatórios (Paterson et 
al. 2006; Doyle et al. 2008). Vários autores acreditam que a retenção das cópias 
gênicas está diretamente ligada à subfuncionalização e neofuncionalização das 
cópias (Ohno 1970; Doyle et al. 2008). A subfuncionalização é a subdivisão da 
função gênica entre os genes duplicados, podendo tornar a expressão das cópias 
gênicas restritas a determinados tecidos ou momentos do desenvolvimento, 
chegando ao grau de letalidade em caso de perda de uma das cópias. Já a 
neofuncionalização é a aquisição de nova função por uma das cópias gênicas (Doyle 
et al 2008). No entanto, é provável que genes sensíveis a dosagem e cuja regulação 
exija ajustes finos de expressão retornem à dosagem inicial, a qual foi selecionada 
ao longo dos milhares de anos de evolução (de Smet et al. 2013). 
Song et al. (1995) mostraram que alotetraploides sintéticos de Brassica 
apresentam, a partir da terceira geração de autofecundação, translocações 
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recíprocas e não-recíprocas entre os cromossomos homeólogos. Já os 
alotetraploides sintéticos de milho apresentaram deleções específicas em cada 
genoma parental logo na geração F1, não havendo alterações significativas a partir 
da terceira geração de autofecundação (Feldman et al. 1997; Shaked et al. 2001).  
Ao contrário destes dois casos, alotetraploides sintéticos de algodão e 
poliploides recentes de Spartina não apresentaram alterações genômicas 
consideráveis, ou seja, não passaram pela “fase revolucionária”, e por isso supõe-se 
que sejam mais tolerantes à poliploidização. Tais evidências sugerem que nem 
todas as espécies respondem da mesma forma à poliploidização. Alotetraploides de 
Arabidopsis, por exemplo, são meioticamente estáveis e apresentam baixa 
frequência de aneuploidia e anormalidades cromossômicas (Comai et al. 2003). 
 
 
2.2. Controle da expressão gênica 
Uma das principais questões relacionadas aos mecanismos adaptativos 
dos poliploides é como estes organismos regulam a expressão das várias cópias de 
um mesmo gene e como as redes regulatórias duplicadas interagem entre si a fim 
de tornar o organismo viável. 
Vários trabalhos demostram que a expressão dos genes duplicados nos 
organismos poliploides nem sempre segue o padrão de aditividade parental (parent 
additivity), que é considerado a média aritmética dos níveis de expressão dos genes 
parentais (Yoo et al. 2014). De acordo com Yoo et al. (2014) são quatro os fatores 
que podem resultar na expressão não aditiva dos homeólogos. Primeiramente, a 
influência maternal-paternal, em que a expressão dos alelos é ajustada a favor de 
um dos dois subgenomas, normalmente o maternal, devido a incompatibilidades 
cito-nucleares. Segundo, o balanço na dosagem gênica, em que genes sensíveis à 
dosagem têm os homeólogos diferencialmente regulados para manter a 
estequiometria das macromoléculas, normalmente membros de complexos proteicos 
e redes regulatórias. Terceiro, a modulação de elementos cis- e trans-regulatórios 
que, devido à fusão de sistemas de regulação distintos e que podem ou não interagir 
entre si, leva a padrões diferenciados de ativação ou repressão dos homeólogos 
(subfuncionalização). E por fim, a regulação epigenética, que está diretamente 
relacionada à ativação ou silenciamento dos TEs próximos a genes.  
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Neste contexto as alterações epigenéticas têm sido consideradas as 
principais responsáveis pela regulação da expressão gênica logo após a 
alopoliploidização. Segundo Chen (2007) o “choque genômico” causa a demetilação 
de retroelementos, o relaxamento do imprinting de genes e a ativação/silenciamento 
de genes homeólogos, incluindo genes de rRNA sob dominância nucleolar. Em trigo 
e algodão cópias de genes são silenciadas logo nas primeiras gerações, podendo 
ocorrer de forma aleatória ou preferencial para um dos genomas parentais (Renny-
Byfield e Wendel 2014). Além disso, a ativação de retrotransposons tem papel 
importante nas regulações cis e trans de genes vizinhos (Kashkush et al. 2003), uma 
vez que podem desencadear a transcrição senso e antisenso destes genes e 
promover tanto a superexpressão quanto o silenciamento via RNAi (Wittkopp et al. 
2004).  
O movimento dos TEs pode ainda alterar a expressão gênica ao causar 
ruptura de genes ou de regiões regulatórias (Parisod e Senerchia 2012). Da mesma 
forma, os rearranjos cromossômicos (translocações) além de diferenciarem os 
cromossomos homeólogos, também impactam no controle da dosagem dos genes, 
ao eliminarem sequências inteiras, e nos padrões de expressão gênica, quando 
ocorrem em regiões reguladoras.  
A subfuncionalização dos homeólogos é uma alteração nos padrões de 
expressão dos genes e um processo chave na retenção de cópias gênicas. De 
acordo com Doyle et al. (2008) é provável que todos os genes apresentem certo 
grau de subfuncionalização. Adams et al. (2003, 2004), analisando alopoliploides 
recém-formados de algodão, e Buggs et al. (2010), avaliando populações naturais 
de Tragopogon, mostraram que alguns pares de cópias gênicas passam a 
apresentar padrões de expressão tecido-específicos. O mesmo já foi observado para 
genes de cana-de-açúcar (Moyle e Birch 2003) e de banana (D’Hont et al. 2012). 
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Figura 2: Esquema dos rearranjos genômicos e formas de regulação 
gênica que podem ocorrer devido à poliploidização. No centro está representada 
uma célula alotetraploide, circulada por oito tipos de alterações que podem ser 
observadas (em negrito) e seus mecanismos subjacentes (em itálico). Em vermelho 
estão descritos os mecanismos genéticos, em verde os mecanismos epigenéticos e 
em azul mecanismos genéticos e epigenéticos (Chen e Ni 2006). 
 
3. Cana-de-açúcar 
3.1 Histórico e importância econômica 
A cana-de-açúcar é uma gramínea pertencente ao complexo Saccharum, 
que se destaca por possuir alta capacidade de armazenar sacarose nos colmos, 
apresentar alta produção de biomassa e ser facilmente cultivável (Hoarau et al. 
2007). Tendo como centro de origem o sudeste asiático e a Nova Guiné (Lebot, 
1999), a cana-de-açúcar tem sido cultivada desde a pré-história e, atualmente, é a 
principal fonte de açúcar do mundo, sendo responsável por aproximadamente 80% 
de todo o fornecimento mundial (Fairtrade and sugar 2013). 
A espécie Saccharum officinarum (S. officinarum), conhecida como cana 
nobre, é caracterizada por possuir colmo suculento e rico em açúcar e foi 
inicialmente cultivada no sudeste da Ásia e nas ilhas do Pacífico para fins de 
consumo (Hoarau et al. 2007). No Brasil a cana-de-açúcar tem sido importante fonte 
de riquezas desde a colonização, quando seu cultivo foi introduzido na região 
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nordeste. Com o crescimento da produção de etanol a cultura se expandiu para o 
sudeste do país, em especial para o estado de São Paulo.  Atualmente, a área 
destinada a plantação de cana-de-açúcar corresponde a mais de nove milhões de 
hectares (CONAB 2014), fazendo do Brasil o maior produtor mundial de cana-de-
açúcar e de seu açúcar. 
Diante dos problemas climáticos atribuídos ao processo de aquecimento 
global e da preocupação internacional em reduzir as emissões dos chamados 
“gases de efeito estufa”, o etanol, um dos subprodutos da cana-de-açúcar, tem 
despertado interesse  por ser uma fonte de energia renovável capaz de substituir os 
derivados do petróleo como biocombustível (D’Hont et al. 2008). Por isso, é possível 
que o etanol se torne uma commoditie global e importante fonte de energia para o 
mundo (Menossi et al. 2008). A tecnologia desenvolvida no Brasil para produção do 
bioetanol, a partir do suco da cana-de-açúcar, é a que apresenta melhor custo-
benefício (UNICA 2008). No entanto, novas tecnologias estão sendo desenvolvidas 
no país visando converter os polímeros de açúcar da parede celular (celulose e 
hemicelulose), presentes abundantemente no bagaço e nas folhas da cana-de-
açúcar, em etanol, o qual tem sido denominado etanol de segunda geração e 
agregará mais valor a esta cultura.  
 
3.2. Melhoramento genético da cana-de-açúcar 
A primeira tentativa de melhoramento da cana-de-açúcar baseou-se no 
cruzamento interespecífico entre as espécies S. spontaneum, espécie robusta que 
apresenta talos finos e com pouco ou nenhum açúcar, e S. officinarum, alta 
produtora de sacarose, seguido de retrocruzamentos com esta última, visando obter 
uma variedade com alto teor de sacarose e resistente às doenças que assolavam as 
plantações por todo o mundo (Hoarau et al. 2007). Este cruzamento interespecífico 
foi um dos maiores avanços para o melhoramento da cana-de-açúcar, solucionando 
não apenas o problema das doenças, mas proporcionando também um aumento na 
produção e na adaptabilidade das plantas para crescer sob diversos contextos de 
estresses abióticos. Assim, todas as cultivares modernas existentes são 
essencialmente derivadas de cruzamentos entre os primeiros híbridos obtidos.  
Devido ao pequeno número de clones usados nos primeiros cruzamentos 
interespecíficos, a base genética das variedades híbridas modernas é restrita 
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podendo ser a causa do lento progresso nos cruzamentos atuais (D’Hont et al. 1995; 
Cai et al. 2005). Logo, a compreensão da variação genética existente nas cultivares 
modernas e nas espécies selvagens relacionadas torna-se importante para 
aumentar a eficiência dos programas de melhoramento (Cordeiro et al. 2001).  
Ao mesmo tempo, o pequeno número de divisões meióticas que 
ocorreram desde o primeiro cruzamento artificial, que deu origem às cultivares 
atuais, proporcionou poucas oportunidades de recombinação entre os 
cromossomos. Consequentemente, observa-se um alto nível de desequilíbrio de 
ligação (Grivet e Arruda 2002) havendo casos de regiões conservadas com mais de 
10 centiMorgans (Jannoo et al. 1999). Esta característica das cultivares de cana-de-
açúcar pode facilitar consideravelmente a construção de mapas genéticos e por 
consequência a identificação e localização de genes de características agronômicas 
importantes.  
Com os avanços no campo da genômica, novas ferramentas têm sido 
disponibilizadas para as pesquisas genéticas (D’Hont et al. 2008). Por exemplo, 
recursos como mapas genéticos, grandes coleções de EST (Expressed Sequence 
Tag), sequências expressas obtidas por RNA-seq e bibliotecas de BACs (Bacterial 
Artificial Chromosome) já estão disponíveis.  
Aplicando-se a tecnologia dos marcadores moleculares, como RAPD 
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length 
Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple 
Sequence Repeats), mapas genéticos foram construídos para S. spontaneum (Al-
Janabi et al. 1993; da Silva et al. 1993, 1995; Ming et al. 1998), S. officinarum 
(Mudge et al. 1996; Guimaraes et al. 1997, 1999; Ming et al. 1998) e para cultivares 
modernas (D’Hont et al. 1994; Grivet et al.1996; Hoarau et al. 2001; Rossi et al. 
2003; Aitken et al. 2005; Reffay et al. 2005; Raboin et al. 2006, Garcia et al. 2006, 
Oliveira et al. 2007, Costa 2015). Os mapas permitem a localização no genoma de 
loci que contribuem para a variação fenotípica de características agronômicas de 
interesse, como a produção, o acúmulo de sacarose e de biomassa (visando o 
etanol de segunda geração), resistência a estresses bióticos e abióticos. No entanto, 
ainda não existem mapas suficientemente saturados (D’Hont et al. 2008). 
Experimentos de identificação de QTLs (Quantitative Trait Loci) têm sido conduzidos 
para S. officinarum, S. spontaneum (Ming et al. 2001, 2002) e para cultivares 
modernas (Hoarau et al. 2002; Pastina et al. 2012), mas a alta poliploidia sempre foi 
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um obstáculo à detecção dos QTLs, uma vez que dificulta a aplicação dos 
marcadores moleculares em cana-de-açúcar. No entanto, Garcia et al. 2013 
demonstraram ser possível utilizar, em poliploides, marcadores SNPs de múltiplas 
doses, bem como estimar sua dosagem nos indivíduos, permitindo assim abordar de 
maneira mais eficiente e precisa o mapeamento de QTLs e estudos de ligação em 
cana-de-açúcar. 
Várias coleções de EST foram desenvolvidas para cana-de-açúcar 
(Carson e Botha 2000, 2002; Casu et al. 2001, 2003; Vettore et al. 2001, 2003; Ma et 
al. 2004; Bower et al. 2005) e têm sido de grande importância para a identificação e 
desenvolvimento de marcadores moleculares ligados a genes (Cordeiro et al. 2001; 
Pinto et al. 2004; Marconi et al. 2011). Da mesma forma, um banco de sequências 
expressas, geradas utilizando as novas plataformas de sequenciamento, está 
disponível para cultivares de cana, incluindo milhares de marcadores SSR e SNPs 
(Single Nucleotide Polymorphism) já identificados (Cardoso-Silva et al. 2014). 
A primeira biblioteca de BACs de cana-de-açúcar foi construída para a 
cultivar R570, possuindo mais de 1 milhão de clones e cobertura aproximada de 1,3x 
do genoma (Tomkins et al. 1999), e tem sido amplamente utilizada para os estudos 
genômicos, incluindo um mapa físico em torno do gene Bru1 de resistência à 
ferrugem (Jannoo et al. 2007; D’Hont et al. 2008; Wang et al. 2010; Domingues et al. 
2012; Kim et al. 2013). Recentemente bibliotecas de BACs para variedades 
brasileiras de cana-de-açúcar foram desenvolvidas (Figueira et al. 2012; Sforça et al. 
2013), agregando novas informações às fontes de sequências gênicas para cana-
de-açúcar. 
Apesar de todo o avanço, a falta de um genoma de referência ainda traz 
dificuldades ao melhoramento genético e aos estudos genéticos em cana-de-açúcar. 
Por este motivo, diversos grupos de pesquisa, incluindo o nosso, estão unindo 
esforços a fim de se obter o conteúdo, em genes, do genoma monoploide de cana-
de-açúcar através do sequenciamento de regiões ricas em genes. Como resultado, 
temos até o momento 317 BACs da biblioteca de R570 sequenciados e 
manualmente anotados (de Setta et al. 2014).  
 
3.3. Organização genômica 
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O gênero Saccharum, descrito primeiramente por Linnaeus em 1753, é 
composto atualmente por seis espécies altamente poliploides: S. officinarum; S. 
spontaneum L., S. robustum E.W. Brandes & Jeswietex Grassl e S. edule Hassk., 
classificadas como espécies selvagens; e S. sinense Roxb. e S. barberi Jeswiet, 
classificadas como híbridos antigos (Daniels e Roach 1987; D’Hont e Layssac 1998). 
Juntamente com outros quatro gêneros (Erianthus seção Ripidum, Miscanthus seção 
Diandra, Narenga e Sclerostachya), Saccharum compõe o denominado “complexo 
Saccharum”, cujos membros apresentam espécies com elevada poliploidia e 
aneuploidia e que aparentemente são capazes de se intercruzarem (Dillon et al. 
2007). O gênero Saccharum pertence também à tribo Andropogoneae, da qual 
fazem parte sorgo (Sorghum) e milho (Zea mays), e à família Poaceae, juntamente 
com o arroz (Oryza sativa).  
Graças principalmente à citogenética molecular, a estrutura genômica das 
espécies e cultivares de cana-de-açúcar foi parcialmente desvendada. A utilização 
da técnica de Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) de genes de rDNA mostrou 
que a espécie S. officinarum é octaploide e possui número básico de cromossomos 
igual a 10 (2n = 8x = 80), enquanto S. spontaneum possui seus cromossomos 
organizados em 5 a 16 cópias homólogas (2n = 5x a 16x = 40 a 128) de um conjunto 
básico de 8 cromossomos (Grivet et al. 2004).  
Estas informações implicam que nas cultivares modernas, derivadas do 
cruzamento interespecífico entre S. officinarum e S. spontaneum, co-existem duas 
organizações cromossômicas distintas. Estudos baseados em Genomic In Situ 
Hybridization (GISH) revelaram que 15 a 25% do genoma das cultivares modernas 
são derivados de S. spontaneum (D’Hont et al. 1996; Piperidis e D’Hont 2001) e, 
juntamente com o mapeamento genético (Grivet et al. 1996; Hoarau et al. 2001; 
Piperidis et al. 2010), demonstraram a ocorrência de recombinação entre 
cromossomos homeólogos. A cultivar R570, por exemplo, herdou 10% de seus 
cromossomos de S. spontaneum, 80% de S. officinarum e os outros 10% são 
resultantes da recombinação entre cromossomos das duas espécies ancestrais 
(Grivet e Arruda 2002) (Figura 3). Além disso, através de análises de RFLP, D’Hont 
et al. (2008) mostraram que as cultivares de cana-de-açúcar são também altamente 
heterozigotas, podendo apresentar mais de 12 alelos por locus, com números 
cromossômicos que variam entre 2n = 100 e 2n = 130, o que indica que a 
aneuploidia é comum (Grivet e Arruda 2002).  
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Figura 3: Representação esquemática do genoma das cultivares 
modernas de cana-de-açúcar (D’Hont 2005). Barras brancas representam os 
cromossomos derivados de S. officinarum; barras cinzas, cromossomos de S. 
spontaneum; barras de duas cores representam cromossomos recombinantes. 
 
De acordo com a ploidia e número básico de cromossomos das espécies 
do gênero Saccharum, estima-se que tenham ocorrido pelo menos dois eventos de 
poliploidização desde sua separação de Sorghum. Kim et al. (2014), ao analisar os 
valores estimados de Ks (número de substituições sinônimas por sítio sinônimo) 
comparando-se genes parálogos de Sorghum, Miscanthus e Saccharum, sugerem 
que Saccharum e Miscanthus compartilham um evento de alopoliploidização. 
Estima-se que este evento tenha ocorrido próximo ao momento de divergência entre 
Saccharum e Miscanthus de Sorghum, sendo provavelmente o evento responsável 
pela separação das subtribos Saccharinae e Sorghinae.  
Os autores também sugerem que Saccharum tenha passado por outra 
duplicação de genoma após a separação de Miscanthus, neste caso uma 
autopoliploidização. Consequentemente, a autopoliploidização teria criado dois 
grupos de cromossomos pseudoparálogos Saccharum (4 + 4, em um octaploide), 
que seriam mais homogêneos dentro do que entre os dois grupos. Isto favoreceria 
padrões meióticos com pareamentos randômicos entre os quatro cromossomos do 
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grupo e algum pareamento entre os membros dos dois grupos. Este cenário está de 
acordo com os resultados obtidos por Grivet et al. (1996), Hoarau et al. (2001) e 
Jannoo et al. (2004), os quais reportam que o comportamento meiótico dos 
cromossomos das cultivares de cana-de-açúcar é predominantemente bivalente mas 
havendo evidências da formação de bivalentes, trivalentes e até mesmo univalentes, 
preferenciais ou não. 
 
3.4. Genômica comparativa para cana-de-açúcar  
Estudos de genômica comparativa entre espécies de gramíneas têm 
gerado o conjunto de dados mais compreensivos sobre colinearidade entre genomas 
dentro de uma grande família de plantas (Feuillet e Keller 2002). Comparações entre 
mapas genéticos de gramíneas revelaram um alto grau de conservação na posição 
de mapa e na ordem de muitos marcadores.  
Devido ao elevado grau de poliploidia da cana-de-açúcar e à ausência de 
espécies diploides dentro do gênero Saccharum (D’Hont et al. 2008), a existência de 
sintenia com genomas de gêneros próximos torna-se de fundamental importância 
para os estudos genéticos. Jannoo et al. (2007), ao comparar com sorgo as 
sequências de BACs homeólogos de cana-de-açúcar, derivados de S. officinarum e 
S. spontaneum, estimou que o gênero Saccharum divergiu a 8-9 milhões de anos do 
sorgo. Além disso, a distribuição de genes apresenta elevada sintenia com sorgo e 
arroz (Jannoo et al. 2007; Wang et al. 2010; Garsmeur et al. 2011; Figueira et al. 
2012; de Setta et al. 2014), sendo que sorgo é a espécie que apresenta sintenia 
mais próxima da cana-de-açúcar e portanto representa o melhor modelo a ser usado 
para os estudos genômicos.  
Apesar da possibilidade de se usar genomas evolutivamente próximos 
para os estudos genéticos, a obtenção do genoma completo da cana permitirá um 
imenso avanço em direção a um melhor entendimento da arquitetura e evolução 
deste complexo genoma. 
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4. Genes cópia única 
A distinção entre as formas alélicas de um gene e seus possíveis 
parálogos é uma das grandes dificuldades de se trabalhar com genomas poliploides. 
Por este motivo uma boa estratégia é trabalhar com genes que apresentam uma 
única cópia no genoma, definidos como genes cópia única. De acordo com de Smet 
et al. (2013), “genes cópia única, stricto sensu, são genes conservados em todas as 
angiospermas e cuja relação de ortologia nestes genomas é de um para um. Isto 
significa que estes genes têm sido mantidos como cópia única desde o ancestral 
comum das angiospermas, ou têm sido constantemente restituídos ao status de 
cópia única após as duplicações de genoma”. 
O crescente número de genomas sequenciados, com altíssima qualidade, 
permitiu ampliar o conhecimento sobre os genes cópia única. Atualmente se sabe 
que este tipo de gene é bastante frequente no genoma das angiospermas e que 
estão sob forte pressão seletiva para se manterem como singletons. Além disso, não 
formam um grupo aleatório de genes, pois a maioria dos genes cópia única atua em 
processos básicos e de manutenção celular (de Smet et al. 2013; Han et al. 2014).  
A grande vantagem dos genes cópia única ao se trabalhar com 
poliploides é que, para estudos evolutivos, por exemplo, toda e qualquer variação de 
sequência encontrada pode ser considerada uma forma alélica, não havendo o risco 
de se considerar diferentes loci em análises que se aplicariam a um único locus. 
Dentre os possíveis genes cópia única em cana-de-açúcar estão os genes Leafy, 
Fitocromo C e Target of Rapamycin, os quais participam de complexas redes 
regulatórias e cuja expressão gênica precisa ser muito bem regulada. 
 
4.1. O gene Leafy 
O gene Leafy (LFY), ortólogo ao gene Floricaula de Antirrhinum majus 
(FLO), codifica um fator de transcrição chave no desenvolvimento floral de 
angiospermas, regulando tanto a transição para o florescimento quanto a 
subsequente padronização dos meristemas formadores dos órgãos florais (Coen et 
al. 1990; Weigel et al. 1992). 
LFY é encontrado em todas as plantas terrestres desde musgos a 
angiospermas, apresentando elevado grau de conservação em todo o reino Plantae 
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(Maizel et al. 2005). Pelo seu papel central no florescimento, no qual atua em 
conjunto com diversos genes, os níveis de expressão de LFY são críticos e devem 
ser muito bem regulados (Rao et al. 2008). Tanto que, ao contrário de muitos fatores 
de transcrição de plantas, que evoluíram por duplicações gênicas e formaram 
famílias multigênicas, LFY está presente como cópia única na maioria das 
angiospermas (Chujo et al. 2003; Hamès et al. 2008; Moyroud et al. 2009).  
Ao longo da evolução o gene LFY adquiriu funções extras em algumas 
espécies, atuando no desenvolvimento do meristema apical em tabaco (Ahearn et al. 
2001), na composição das folhas em ervilha e tomate (Souer et al. 1998; Molinero-
Rosales et al. 1999) e na ramificação da inflorescência em arroz (Kyozuka et al. 
1998; Chujo et al. 2003).  
 
4.2. O gene Fitocromo C 
Por serem fotoautotróficas, as plantas são especialmente sensíveis à luz 
e sua morfogênese é dramaticamente afetada por variações na intensidade, 
qualidade, direção e duração da mesma (Whitelam et al. 1998). A transdução de 
sinal que coordena a fotomorfogênese depende da ação de sistemas de 
fotorreceptores que interligam os sinais luminosos a programas de desenvolvimento 
endógenos e ao ciclo circadiano.  
Dentre estes sistemas estão os fitocromos, cromoproteínas diméricas que 
regulam as respostas das plantas às frequências luminosas do vermelho e do 
infravermelho (Clack et al. 2009).  
Todas as plantas superiores possuem múltiplas formas de fitocromos 
(Clack et al. 2009) e o tamanho da família gênica varia entre as espécies de plantas 
(Whitelam et al. 1998). Em Arabidopsis thaliana, por exemplo, foram encontrados 
cinco genes que codificam os fitocromos (PHYA – PHYE), enquanto a maioria das 
gramíneas apresenta apenas três genes (PHYA, PHYB e PHYC). A origem de 
PHYC é anterior à separação das gimnospermas e angiospermas, e é encontrado 
na maioria das fanerógamas apresentando uma única cópia (Mathews et al. 1995; 
Mathews e Sharrock 1996; Howe et al. 1998; Mathews 2010).  
Estudos demonstram que PHYC atua modulando outros fotorreceptores 
(Franklin et al. 2003) e possui importante papel na regulação do tempo de 
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florescimento em resposta ao fotoperíodo (Monte et al. 2003; Takano et al. 2005; 
Nishida et al. 2013; Chen et al. 2014; Woods et al. 2014).  
 
4.3. O gene Target of Rapamycin 
A proteína TOR (Target of Rapamycin), uma serina/treonina quinase 
membro da família das quinases relacionadas à fosfatidilinositol 3-quinase (PIKK) 
(Schmelzle e Hall 2000), é um dos componentes centrais do sensoriamento 
nutricional dos eucariotos (Liao et al. 2008; Xiong e Sheen 2014).  
Este gente está presente como cópia única na maioria das plantas e 
animais, sendo altamente conservado estruturalmente e funcionalmente em todos os 
eucariotos (Wullschleger et al. 2006; Agredano-Moreno et al. 2007; Robaglia et al. 
2012).  
TOR participa da via de transdução de sinal que regula o crescimento 
celular nos metazoários em resposta a disponibilidade de energia (Liao et al. 2008) e 
nutrientes, particularmente aminoácidos, mitógenos, fatores de crescimento e 
hormônios (Agredano-Moreno et al. 2007). O crescimento celular mediado por TOR 
é desencadeado pela fosforilação de proteínas que regulam a tradução proteica, a 
expressão gênica e a autofagia (Wullschleger et al. 2006).  
Em plantas TOR atua desde a fase embrionária até a senescência, 
regulando o desenvolvimento embrionário, o crescimento de raiz e da parte aérea, o 
tamanho celular e o rendimento de sementes.  
Estudos alterando os níveis de expressão de TOR indicam que a 
regulação temporal e espacial precisa de sua expressão é essencial para o correto 
crescimento e desenvolvimento das plantas. A ausência de TOR no embrião pode 
ser letal e a elevada expressão durante o desenvolvimento causa anomalias severas 
(Xiong e Sheen 2014). 
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OBJETIVOS 
Objetivo geral 
Avaliar a complexidade do genoma da cana-de-açúcar, contribuindo para 
entender a evolução e expressão de  genes no contexto poliploide. 
 
Objetivos específicos 
 Sequenciamento, anotação e comparação de três regiões 
homo/homeólogas do genoma da cana-de-açúcar (cultivar R570) com 
sorgo e arroz. 
 Análise evolutiva das três regiões homo/homeólogas de cana, contribuindo 
para a estimativa do tempo de divergência entre S. officinarum e S. 
spontaneum. 
 Análise da expressão dos haplótipos homo/homeólogos dos genes Leafy, 
Fitocromo C e Target of Rapamycin. 
 Avaliação dos possíveis eventos de poliploidização que ocorreram no 
gênero Saccharum. 
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Abstract 
Whole genome duplication (polyploidy) has played an important role in 
angiosperms evolution and diversification. After polyploidization, a set of genome 
rearrangements and expression reprogramming to overcome meiosis instabilities 
(diploidization) and imbalances in regulatory networks has taken place in most of the 
species. Sugarcane is an important crop with a complex hybrid polyploid genome, for 
which the process of adaptation to the polyploidy state is still poorly understood. In 
order to improve our understanding of sugarcane genome evolution and the 
homo/homeologous gene expression balance, we sequenced and analyzed 27 BACs 
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(Bacterial Artificial Chromosome) of sugarcane R570 cultivar, containing the probable 
single-copy genes LFY (seven haplotypes), PHYC (four haplotypes) and TOR (seven 
haplotypes). Comparative genomic approaches showed that these sugarcane loci 
presented a high degree of conservation of gene content and organization (synteny) 
with sorghum and rice orthologous regions, but were invaded by transposable 
elements (TE). The data suggests that all the homo/homeologous haplotypes of LFY, 
PHYC and TOR are functional, since they are all under purifying selection (dN/dS < 
1). However, they were found to participate in a non-equivalently manner to the 
overall expression of the corresponding gene. Specific polymorphic characters 
(SNPs, indels and amino acid subsitutions) allowed to allocate the origin of the TOR 
haplotypes to one of the two ancestral species of Sugarcane, S. officinarum and S. 
spontaneum, which further led to the estimation that S. officinarum and S. 
spontaneum diverged between 2,5 to 3,5 million years ago. In addition, analysis of 
shared TE insertions in TOR haplotypes suggested that at least one 
autopolyploidization occurred in the lineage that gave rise to S. officinarum, after its 
divergence from S. spontaneum.   
 
Keywords: R570, genome evolution, autopolyploidization, homo/homeologues expression 
 
Introduction 
Whole genome duplication (WGD, polyploidization) is an important driving 
force for the emergence of evolutionary novelties, mainly through pseudo or neo-
functionalization processes of duplicated genes and consequent rewiring of 
regulatory networks (Ohno 1970; Lynch and Conery 2000). 
All angiosperms underwent several WGD events during their evolution 
(paleopolyploidization; Renny-Byfield and Wendel 2014) followed by genomic 
reorganization (i.e., translocation, chromosome fusion or loss, insertion of 
transposable elements, gene loss and transposition), which is part of a frequent 
process known as diploidization, that drives polyploids to a diploid state, where 
chromosomes tend to present diploid behavior with disomic pairing during meiosis 
(Chen and Ni 2006).  
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Allopolyploidization (different species as progenitors) or 
autopolyploidization (involving one species) events may have been involved in WGD 
in plants (Comai 2005). Fundamental differences between auto and allopolyploids 
concern the chromosomes meiotic behavior (Tate et al. 2005), since the similarity 
between autopolyploid homologous chromosomes makes frequent multivalent and 
random pairings, while in allopolyploids, depending on the divergence of the parental 
genomes, bivalent and preferential pairing are favored (Chen 2007; Renny-Byfield 
and Wendel 2014). A set of crops (potato, banana, cotton, wheat and canola) are 
stable recent polyploids (neopolyploid) that have not been driven to diploidization, 
Synthetic or recently formed allopolyploids showed that a set of dynamic and 
stochastic changes remodel the combined genomes and their gene expression 
(Chen and Ni 2006) mainly to differentiate homeologous chromosomes, and 
therefore overcome meiosis instabilities that generate aneuploidy gametes and 
unviable zygotes, and recover the expression homeostasis, lost with the increase in 
gene dosage and relaxation of imprinting genes (Chen 2007; Levy and Feldman 
2002; Renny-Byfield and Wendel 2014). However, autopolyploids experience less 
genome rearrangements and changes in gene expression than allopolyploids 
(Albertin et al. 2005; Church and Spaulding 2009; Parisod et al. 2010).  
Modern cultivars of sugarcane harbor two sub-genomes with different 
basic chromosome numbers. They are interspecific hybrids of Saccharum officinarum 
(2n = 8x = 80) and Saccharum spontaneum (2n = 5x a 16x = 40 a 128) (Grivet et al. 
2004), both considered autopolyploid species formed by two or more events of 
polyploidization (D'Hont et al. 1996). Thus, sugarcane cultivars are highly polyploid 
presenting frequent aneuploidy.  
Recently, Kim et al. (2014) suggested that Saccharum and Miscanthus 
share an allopolyploidization event, probably the one responsible for the divergence 
of Saccharinae and Sorghinae sub-tribes, and that after diverging from Miscanthus, 
Saccharum has underwent an autopolyploidization. This event would have favored 
the occurrence of chromosomal random pairing, with some degree of preferential 
pairing, according to what was observed in sugarcane cultivars (Grivet et al. 1996; 
Hoarau et al. 2001; Jannoo et al. 2004).  
Although it is known that sugarcane does not seem to have undergone a 
major reshaping of its genome as a consequence of polyploidization (Jannoo et al. 
2007; Le Cunff et al. 2008; Wang et al. 2010; Aitken et al. 2014; de Setta et al. 2014), 
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the polyploidization processes that shaped the Saccharum genome and the extent to 
which these genomes diverged still need to be better defined.  
Another important issue is whether genes expression is dosage-
dependent or –independent, which is critical to maintain protein balance in regulatory 
complex (Veitia et al. 2008). Allele-specific expression in sugarcane has already 
been investigated and evidences of sub-functionalization for Sugarcane Loading 
Stem Gene (ScLSG) have been proposed (Moyle and Birch 2013). According to 
Chaudhary et al. 2009, sub-funcionalization is an important process to retention of 
duplicated genes that can enhance expression variation and phenotypic 
diversification. But, as well as the meiotic behavior of chromosomes, the 
mechanisms of gene expression regulation in sugarcane are still poorly understood. 
An approach to get new insights into the questions regarding genome 
structure and evolution in polyploids is to investigate into detail the range of 
polymorphism (haplotypes) at specific nuclear loci within and between species. 
Among the members of Andropogoneae tribe, with complete genome available, 
sorghum is the one with closest synteny with sugarcane and, therefore, the best 
model to be used in genomic studies (Le Cunff et al. 2008; Jannoo et al. 2007; de 
Setta et al. 2014). 
Here we sequenced homo/homeologous BACs carrying the probably 
single-copy genes LFY (Leafy), PHYC (Phytochrome C) or TOR Kinase (Target of 
Rapamycin) from the sugarcane R570 cultivar. Synteny between the 
homo/homeologous BACs and the respective orthologous regions of sorghum and 
rice was evaluated, as well as the patterns of divergence and expression of the 
homo/homeologous haplotypes. Once LFY, PHYC and TOR are key genes in plants 
development and members of complex regulatory networks, these data should help 
understanding sugarcane genome evolution and the mechanisms of adaptation to 
the effects of polyploidy on expression homeostasis. 
 
Material and Methods 
Identification of LFY, PHYC and TOR sequences in sugarcane 
In order to evaluate if LFY, PHYC and TOR are possibly single copy 
genes in sugarcane, we used Arabidopsis thaliana sequences as queries against a 
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database developed in our laboratory containing several predict proteomes of green 
plants (Viridiplantae 1.0; Papini-Terzi et al. 2009) and the sugarcane ESTs database 
SUCEST. Redundant sequences, including splice variants, were eliminated and the 
remaining sequences aligned (MAFFT - Katoh et al. 2002) to generate phylogenetic 
trees by maximum likelihood method (PhylML 3.0 - Guindon and Gascuel 2003).  
 
BAC library screening 
Using specific pairs of primers (Table S1) for LFY, PHYC and TOR, R570 
BAC library was screened by PCR of 3D pool (Adam-Blondon et al. 2005). A total of 
27 positive BACs were identified, extracted by QIAGEN® Large-Construct Kit and 
sequenced by 454 sequencing technology (Roche). BACs assembling were realized 
as described in de Setta et al. (2014). 
 
Haplotype differentiation  
All homo/homeologous BACs were compared in order to identify possible 
redundant sequences originated by BACs derived from the same sugarcane 
chromosome. MAFFT online alignment tool (http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) 
and GEvo (Genome Evolution Analysis - 
http://synteny.cnr.berkeley.edu/CoGe/GEvo.pl?), from online CoGe platform 
(Comparative Genomics Platform), were used for alignments. 
When the entire sequences of two BACs aligned (total overlap) and had a 
nucleotide identity above 99,8%, they were considered to be the same haplotype. 
When BACs overlapped with more than 99,8% of identity (minimum sequence 
overlap of 20 kb), those BACs were considered as deriving from the same locus and 
were merged into a new larger single sequence haplotype. In these case BACs 
names were changed to “BAC 1 + 2” (e.g. BAC 202G24+013O24). 
 
BAC annotation and comparisons 
Automatic BAC annotation was conducted using the GNPAnnot 
Community Annotation System (Guignon et al. 2012) available on the South Green 
Bioinformatics platform (http://southgreen.cirad.fr). Artemis: Genome Browser and 
Annotation Tool (Berriman and Rutherford 2003; Rutherford et al. 2000) and ACT: 
Artemis Comparison Tool (Carver et al. 2008) were used to manually correct the 
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annotation of genes and identified TEs as described by Garsmeur et al. (2011). 
Sorghum, rice and maize genome annotations (Phytozome v5.0 – Goodstein et al. 
2012) and CENSOR online software tool (Kohany et al. 2006) and NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) databases were used to manually annotate 
genes and TEs, respectively.  
BACs graphic representations were made using GENOGRAPH (not 
published) developed by Olivier Garsmeur (CIRAD - Structure et Evolution des 
Génomes - Montpellier, France). 
 
Phylogenetic analysis 
The phylogenetic trees were built by neighbor-joining method with 
nucleotide distances calculated with Jukes-Cantor model, in MEGA 5.05. Different 
models of distance estimation were tested to build the trees and the obtained 
topologies were highly consistent. 
 
Haplotype origin 
To identify haplotype origin based on SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphisms), around 25 million paired-end reads of S. officinarum and 23 million 
paired-end reads of S. spontaneum (Grativol et al. 2014) were mapped against LFY, 
PHYC and TOR coding sequences using Bowtie 2 software (Langmead and 
Salzberg 2012). The resulting ~8200 and ~7000 reads of S. officinarum and S. 
spontaneum, respectively, were analyzed by QualitySNPng (Nijveen et al. 2013) 
aiming to identify specific SNPs of S. officinarum and S. spontaneum that are present 
in R570 haplotypes of LFY, PHYC and TOR genes. Exons and introns were 
analyzed. 
Indels (insertions/deletions) and amino acids polymorphisms shared by 
043C15 and 156D23 TOR haplotypes were identified by alignments using MAFFT 
and MEGA 5.05. For sequencing TOR exons 27th and 45th, which harbor these 
polymorphisms, one accession of S. officinarum and one of S. spontaneum were 
used. The exons were amplified using specific primers, cloned in pGEM®-T Easy 
vector (Promega) and sequenced by Sanger methodology. Six clones of each 
accession were sequenced, obtaining at least four good quality sequences of each S. 
officinarum and S. spontaneum exons. 
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Evolutionary analysis of genes 
The number of non-synonymous substitutions per non-synonymous site 
(dN) and the number of synonymous substitutions per synonymous site (dS) were 
calculated for LFY, PHYC and TOR genes using Nei-Gojobori method with Jukes-
Cantor correction, implemented in MEGA 5.05 software (Tamura et al. 2011). 
Divergence times were estimated by T=d/2r, were “T” corresponds to 
divergence time, “d” corresponds to the number of substitutions between two 
sequences and “r” is the substitution rate. When estimating divergence times of 
alleles, “d” was replaced by dS and “r” by the widely used monocot substitution rate 
6,5 x 10-9 (Gaut et al. 1996) substitutions per site per year or the specific 
synonymous substitution rate of each gene.  
Synonymous substitution rates specific for LFY, PHYC and TOR genes 
were estimated using the average divergence time between sorghum and sugarcane 
(7 mya) (Al-Janabi et al. 1994; Jannoo et al. 2007; Kim et al. 2014) to calibrate the 
molecular clock.  
 
Haplotype-specific expression 
One haplotype of each gene, LFY (011C13), PHYC (038J02) and TOR 
(077C22), were mapped against paired-end RNA-seq from cultivar R570 leaves 
(about of 52 million of reads, unpublished data) using Bowtie 2 software (Langmead 
and Salzberg 2012) to recover the corresponding reads. The variants calling (SNP 
and indels) were performed using Freebayes software 0.9.5 
(https://github.com/ekg/freebayes), with parameters: -min-coverage=10 (10 reads per 
SNP position), -min-alternate-total=2 (with a minimum of 2 reads supporting the 
variant allele), with a minimum frequency of variant of 0.02, and quality score 30 at 
central base (SNP base). SNPs found among genes haplotypes were identified in 
RNA-seq reads and their expression levels were estimated based on the number of 
reads mapped for each SNP. Pearson correlation tests for SNP expression level and 
dosage were performed, then R and p-value were estimated.  
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Evolutionary analysis of transposable elements 
The distance “d”, for transposable elements and noncoding regions, were 
determined using Kimura two-parameters model, available in MEGA 5.05 software 
(Tamura et al. 2011). 
As applyed for genes, divergence times of BACs shared insertions 
(transposable elements or not) were estimated by T=d/2r. The entire insertions 
sequences were used to calculate the pairwise distances (d) and “r” was replaced by 
the mutation rate 1,3 x 10-8 mutations per site per year as proposed by Ma and 
Bennetzen (2004).  
Estimation of insertion ages of LTR retrotransposons was based on the 
accumulated number of substitutions between the two LTRs (d) (SanMiguel et al. 
1998), using the mutation rate of 1,3 x 10-8 per site per year. 
 
Results 
BAC clones selection and annotation 
Genomic regions of Leafy (LFY), Phytochrome C (PHYC) and Target of 
rapamycin kinase (TOR) genes were chosen to be analyzed because these are 
important genes in plant development and their expression must be well regulated to 
maintain the stoichiometry of the protein regulatory complexes in which they are 
involved. Most importantly, LFY, PHYC and TOR are single-copy genes in several 
grasses and dicots (Chujo et al. 2003; Hamès et al. 2008; Moyroud et al. 2009; 
Mathews et al. 1995; Mathews and Sharrock 1996; Howe et al. 1998; Wullschleger et 
al. 2006; Agredano-Moreno et al. 2007; Robaglia et al. 2012), with special emphasis 
to sorghum, which has not experienced any WGD since the paleoduplication 
common to all grasses ~70 mya (Paterson et al. 2009). Blast searches in sugarcane 
ESTs database (SUCEST) do not identify redundancy, indicating that these genes 
are also likely to be single-copy in sugarcane. This precaution ensures that BACs 
harboring these genes represent indeed homo/homeologous regions and not 
paralogous sequences. 
The strategy of screening by 3D pool PCR of the R570 BAC library, using 
specific pairs of primers for each gene, led to the isolation of ten positive BACs for 
LFY gene, seven for PHYC gene and ten for TOR gene. All of them were sequenced 
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and assembled. Up to 12 different homo/homeologous BACs would be expected for 
the three genes based on described R570 genome structure (D’Hont et al. 1998; Ha 
et al. 1999). 
Redundancy was found among the 27 sequenced BACs and those with 
more than 99,8% of nucleotide identity over their alignment were considered identical 
(total overlap) or complementary (partial overlap) (details see material and methods), 
resulting in seven different haplotypes, i.e. homo/homeologous BACs, for LFY 
genomic region, four for PHYC region and seven for TOR region. Three of the 
selected BACs for TOR (043C15, 077E22 e 214B24) do not carry the complete gene 
sequence, which is not that unexpected, considering that this gene is composed of 
58 exons, reaching more than 30.000 nucleotides (nt) in other species such as 
Brachypodium distachyon and Sorghum bicolor (Figure 1C and Figure S1C).  
Annotation of LFY, PHYC and TOR BACs consisted in identifying and 
characterizing genes, using grasses predicted proteomes, and transposable 
elements (TEs) based on structure patterns (presence of LTRs and IRs) and 
similarity with repetitive elements databases (CENSOR and NCBI).  
PHYC and TOR genes did not show differences in exons numbers and 
sizes among grasses. LFY gene from S. bicolor has one more exon than is predicted 
for other grasses and Arabidopsis thaliana (A. thaliana) (Figure S1). Besides, LFY is 
the unique gene whose haplotypes (genes versions) presented differences in exons 
sizes caused by indels of six to 18 nt (Figure S2).  
Overall, the different BACs from the same region showed great 
heterogeneity regarding the number of transposable elements and, to a lower extent, 
the number of genes (Table S3). LTR retroelements (RTEs) of gypsy-like family were 
the most abundant TE observed in PHYC and TOR genomic regions (Table S3), 
comprising about 21% and 30% of the combined BACs length. Copia-like LTR RTEs, 
which comprises 10% and 14% of PHYC and TOR total BAC length, and was the 
most abundant in LFY region (21%).  
 
Comparative genomics between sugarcane, sorghum and rice 
The gene set arrangements of the different sugarcane BACs and their 
corresponding orthologous regions in sorghum and rice (Table 1), as expected, were 
found to be highly collinear (Jannoo et al. 2007; Wang et al. 2010; Garsmeur et al. 
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2011). TOR BACs have just one gene and a non-collinear pseudogene, thus synteny 
analysis with sorghum and rice was not possible. 
For the LFY genomic region, all eight annotated sorghum genes have 
orthologous in sugarcane, while in rice there are an additional five (i - v – Figure 1A) 
rice-specific genes. Besides, the relative orientation of LFY gene is inverted in rice 
genome (gene number 4 in Figure 1A). 
PHYC genomic region is also highly conserved between sugarcane, 
sorghum and rice. The two orthologous regions of sorghum and rice have a set of 
exclusive genes (Figure 1B, genes I - II and i - vi for sorghum and rice, respectively).  
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Figure 1: Phylogenetic analysis and schematic synteny of LFY (A), PHYC (B) and TOR (C) genomic regions for sugarcane 
haplotypes (homo/homeologous), sorghum and rice. TOR BACs have just one gene and a non-collinear pseudogene, thus synteny 
could not be analyzed. Phylogenies were generated by neighbor-joining for LFY, PHYC and TOR nucleotide coding sequences 
(cds). The scale bar represents the relative genetic distance (number of substitutions per site). Numbers close to the branches are 
bootstrap values. Genes are represented by black figures and pseudogenes by textured figures. Collinear genes are linked in gray. 
Transposable elements (TEs) are represented by colored boxes: blue boxes are gypsy-like TEs; green boxes are copia-like TEs; 
red and orange boxes are NonLTR TEs; pink boxes are DNA transposons; gray and white boxes are uncharacterized regions. 
Shared TEs are linked with the TE color and identified from “a” to “i” according to Table S7. Insertion times of shared LTR-
retrotransposons are indicated within boxes. Insertion events of most shared TEs are reported in the phylogenetic tree using 
symbols (black circles, stars, squares, diamonds and triangles). Numbers 1 – 12 indicate sugarcane annotated genes (Table 1); 
numbers I and II indicate sorghum-specific genes; numbers i – vi indicate rice-specific genes. LFY is gene number 4, PHYC is 
number 4 and TOR is number 1. Dashed curved arrows connect duplicated genes. Red lines outline sorghum genes edited into one 
gene, based on the structure of their orthologous counterparts in other grasses. 
A) 
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Figure 1: Continued.
B) 
C) 
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Table 1: Predicted genes in sugarcane BACs and their orthology relationships with sorghum and rice. 
Genomic 
region 
Gene 
No. Functional annotation 
BLASTX      
E-value 
Orthologous locus 
in sorghum 
Orthologous 
locus in rice 
LFY 
1 Sorghum bicolor hypothetical protein 0,0E+00 Sb06g027315 Os04g50960 
2 Zea mays seed specific protein Bn15D1B 6,0E-54 Sb06g027320 Os04g50970 
3 Zea mays 60S ribosomal protein L12  1,0E-108 Sb06g027330 Os04g50990 
4 Zea mays floricaula/leafy-like 2 5,0E-171 Sb06g027340 Os04g51000 
5* Zea mays wall-associated receptor kinase 1-like isoform X2- Pseudogene 4,0E-159 - - 
6 Brachypodium distachyon wall-associated receptor kinase-like 17-like 0,0E+00 Sb06g027350+ 
Sb06g0273601 
Os04g51030 
7** Brachypodium distachyon wall-associated receptor kinase-like 17-like 0,0E+00 - - 
8** Brachypodium distachyon wall-associated receptor kinase-like 17-like - Pseudogene 0,0E+00 - - 
9 Zea mays WAK53a – OsWAK receptor-like protein kinase precursor - Pseudogene 0,0E+00 Sb01g013060 Os04g51040 e 
Os04g510502 
10 Zea mays scramblase family protein  0,0E+00 Sb06g027380 Os04g51080 
11 Oryza sativa Indica Group hypothetical protein OsI_17248  0,0E+00 Sb06g027382+ 
Sb06g0273841 
Os04g51090 
12 Brachypodium distachyon COBW domain-containing protein 1-like  0,0E+00 Sb06g027386 Os04g51100 
PHYC 
1 Hordeum vulgare voltage-dependent outwardly rectifying plasma membrane K+ channel 
KCO1/TPK1 
0,0E+00 Sb01g007830 Os03g54100 
2 Zea mays meiotic recombination protein SPO11  0,0E+00 Sb01g007840 Os03g54091 
3** Hordeum vulgare voltage-dependent outwardly rectifying plasma membrane K+ channel 
KCO1/TPK1 - Pseudogene 
- - - 
4 Zeamaysphytochrome C1 apoprotein 0,0E+00 Sb01g007850 Os03g54084 
5 Sorghum bicolor hypothetical protein  3,0E-27 Sb01g007870 Os03g54050 
6 Eulaliopsis binata embryonic flower 2 protein  0,0E+00 Sb01g007878 Os09g13630 
7 Zea mays glutathione transporter  0,0E+00 Sb01g007880 e 
Sb01g0079002 
Os03g54000 
8 Oryza sativa Japonica Group hypothetical protein 0,0E+00 Sb01g007890 e 
Sb01g007910+ 
Sb01g0079201, 2 
Os03g53990 
9 Sorghum bicolor hypothetical protein  8,0E-69 Sb01g007930 Os03g53980 
TOR 
1 Setaria italica predicted DNA primase small subunit-like - Pseudogene - - - 
2 Setaria italica predicted serine/threonine-protein kinase TOR-like  0,00E+00 Sb09g017790 Os05g14550 
* The pseudogenes do not have orthologous counterparts in sorghum and rice genomic region.  ** Duplicated genes.  1 Sorghum genes edited into one gene based on the 
structure of their orthologous counterparts in rice (Oryza sativa), maize (Zea mays) and Brachypodium (Brachypodium distachyon). These loci were named 
Sb06g027350+Sb06g027360, Sb06g027382+Sb06g027384 and Sb01g007910+Sb01g007920. 2 The predicted gene in sugarcane has orthology with two distinct genes in 
the related species (See figure 1). 
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Evolutionary analysis 
Phylogenetic trees generated from aligned nucleotide coding sequences 
(cds) of TOR haplotypes (homo/homeologous TOR genes of sugarcane) allowed 
organizing TOR-containing BACs in two distinct groups (Group I and II, Figure 1C). 
As 80-90% of R570 genome is predicted to derive from S. officinarum and 10-20% 
from S. spontaneum (Cuadrado et al. 2004; D’Hont 2005; Piperidis et al. 2010), it is 
inferred that the largest group (Group I) of TOR BACs would be genomic regions 
coming from S. officinarum, while those BACs from the smallest group (Group II) 
would be originated from S. spontaneum (Figure 1).  
To obtain new support about the origin of the haplotypes, we used S. 
officinarum and S. spontaneum genomic shotgun Illumina reads (Grativol et. al. 
2014) to identify species-specific single nucleotide polymorphisms (SNPs) present in 
R570 haplotypes of TOR gene. This approach linked the haplotypes 007C22, 
2014B20, 102H05 + 236B24 + 077E22 and 043C15 to S. officinarum and the 
haplotype 156D23 to S. spontaneum (Table S5). Additional polymorphisms between 
haplotypes of group I and II (Figure 1C), consisting of one indel and three amino acid 
changes in exons 27 and 43 (Figure S3), were also explored. These exons were 
amplified and sequenced from one S. officinarum and one S. spontaneum 
accession/genotype and discriminate the 043C15 and 156D23 haplotypes as derived 
from S. spontaneum. Despite the ambiguity about 043C15 origin (i.e., one SNP from 
S. officinarum vs. one indel and two amino acids from S. spontaneum), the evidences 
presented here indicate that haplotypes 043C15 and 156D23 are likely coming from 
S. spontaneum (Figure 2) and enhance the idea that the two phylogenetic groups 
represent the ancestor species. 
LFY and PHYC phylogenetic trees also could be organized into two 
groups, but no inferences using the same criteria as those applied to TOR 
haplotypes could be reached (Figure 1A and B). Based on identified species-specific 
SNPs in LFY and PHYC genes, only the origin of LFY haplotype 239D06 and PHYC 
haplotype 056J11 could be clearly inferred to come from S. officinarum (Table S5).  
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Figure 2: Origin of TOR haplotypes based on shared insertions and sequence 
polymorphisms. On table, “O” indicates the evidence for S. officinarum origin, “S”, S. 
spontaneum origin and “-” undetermined origin (for more information see Figure S3 
and Table S5). 
 
 
To further characterize how LFY, PHYC and TOR haplotypes are evolving 
in sugarcane, synonymous substitutions per synonymous site (dS) were calculated 
by pairwise comparison between sugarcane haplotypes and between sugarcane 
haplotypes and their sorghum and rice orthologues. The haplotypes of each gene, 
LFY, PHYC and TOR, have similar dS values when comparing to the respective 
orthologues of sorghum or rice, indicating that all haplotypes are evolving 
homogeneously (Table 2). However, dS values vary with the gene in analysis, which 
indicate they are evolving at different rates, and these rates are not proportionally 
maintained when evaluating sugarcane x sorghum and sugarcane x rice divergences 
(Table 2).  
TOR haplotype from BAC 043C15 has a frameshift mutation in exon 35, 
which led us to suggest that it is a recent mutation or an artifact generated during 
cloning procedures, since the mutation was confirmed to be present in the BAC 
clone.  
Based on dS values and using the substitution rates calculated for Adh 
(Gaut et al. 1996) and for TOR gene (in this work), the divergence time estimated 
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between TOR haplotypes derived from S. spontaneum and S. officinarum is between 
2,5 – 3,5 million years ago (mya) (Table S4a and S4b). 
Furthermore, all haplotypes of the three genes are under purifying 
selection (dN/dS < 1; Z-test p-value=0) (Table 2), suggesting that all them are 
functional and possibly expressed. This later hypotheses was further investigated. 
 
Table 2: Estimated dS, dN and dN/dS for LFY, PHYC and TOR genes. 
    Sugarcane X Sorghum Sugarcane X Rice 
Gene  BACs dS dN dN/dS* Average dS dS dN dN/dS* Average dS 
TOR 
007C22 0,064 0,007 0,108 
0,065 
0,545 0,033 0,060 
0,557 
030H10 0,062 0,008 0,124 0,551 0,033 0,060 
102H05 0,061 0,008 0,126 0,556 0,033 0,060 
187L21 0,062 0,007 0,116 0,554 0,033 0,060 
043C15 0,070 0,005 0,075 0,568 0,031 0,054 
156D23 0,069 0,005 0,071 0,569 0,030 0,053 
          
PHYC 
038J02 0,066 0,014 0,206 
0,072 
0,414 0,056 0,136 
0,415 
056J11 0,070 0,013 0,183 0,418 0,055 0,132 
095E16 0,077 0,014 0,187 0,414 0,056 0,136 
173M11 0,075 0,014 0,190 0,414 0,056 0,136 
          
LFY 
011C13 0,087 0,008 0,097 
0,089 
0,290 0,072 0,249 
0,296 
015P19 0,096 0,012 0,123 0,302 0,073 0,240 
070I10 0,093 0,009 0,101 0,302 0,075 0,249 
202G24 0,089 0,012 0,132 0,296 0,073 0,245 
239D06 0,095 0,013 0,135 0,308 0,073 0,236 
236J21 0,085 0,013 0,158 0,285 0,076 0,267 
253I01 0,076 0,010 0,127 0,287 0,068 0,235 
* All dN/dS values are statistically significant for purifying selection (dN/dS < 1; Z-test p-value=0). 
 
 
Expression analysis 
Aiming to evaluate if indeed all haplotypes of LFY, PHYC and TOR genes 
are expressed, SNPs identified among genes haplotypes were investigated in 
Illumina reads from R570 transcriptome of leaves (unpublished data) and estimated 
their expression level, based on the number of reads mapped for each SNP. 
Analysis of SNPs present among TOR haplotypes (27 SNPs) revealed a 
global high correlation of SNP genomic dosage and their relative expression level (R² 
= 0.8857; p-value < 0.01), suggesting that no gross preferential expression pattern is 
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prevailing. Closer examination of TOR double dose SNPs revealed that all of them, 
except one (SNP 5463; Table 3), correspond to the two S. spontaneum haplotypes, 
which indicate that both S. officinarum and S. spontaneum haplotypes are 
expressed. Yet, the single dose SNP from 007C22 haplotype of S. officinarum origin 
is not expressed (SNP 7356; Table 3) as well as the single dose SNP from 043C15 
haplotype of S. spontaneum (SNP 6315; Table 3) that is barely expressed. Thus, not 
all haplotypes participate equally to the expression of TOR.  
Similar analysis was performed for PHYC (33 SNPs) and no correlation 
was observed between SNP dosage and expression (R² = 0.0023; p-value = 0.7007). 
In fact, 173M11 and 056J11 haplotypes are barely expressed (SNPs 2619, 2961, 
3207 and 3353; Table 3), suggesting that expression rearrangements occurred to 
modulate PHYC expression. For LFY gene there were not sufficient reads to perform 
the analysis, probably because its expression is related to floral development and 
leaf RNA was used here. 
Together these data indicate that expression of TOR and PHYC genes 
involve differential expression of the haplotypes. Evaluation of PHYC and TOR 
sequences upstream of their respective start codon (i.e., cis-regulatory sequences), 
showed that sequence conservation is limited to ~600 bp and ~460 bp, respectively, 
among all haplotypes and then is disrupted by TE and other insertions. This pattern 
of conservation would be compatible with some similarity of expression among 
haplotypes while TE insertions could promote diversification in expression 
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Table 3: Correlation between SNP genomic dosage and relative expression level of PHYC and TOR haplotypes.  
        
Haplotype dosage 
(Genomic data) 
Reads count  
RNA-seq RNA-seq 
deep 
(reads) 
Genomic  
frequency 
RNA-seq  
frequency 
Haplotypes with 
alternative SNP 
Gene 
SNP 
position 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
0
9
5
E
1
6
 
1
7
3
M
1
1
 
0
3
8
J
0
2
 
0
5
6
J
1
1
 
PHYC 
33 C T 2 2 5 4 9 0,5 0,5 0,56 0,44 
  
X X 
105 G C 2 2 1 3 4 0,5 0,5 0,25 0,75 
  
X X 
187 G A 2 2 5 1 6 0,5 0,5 0,83 0,17 
  
X X 
342 T C 2 2 8 16 24 0,5 0,5 0,33 0,67 
  
X X 
505 T C 2 2 4 17 21 0,5 0,5 0,19 0,81 
  
X X 
561 T C 2 2 3 6 9 0,5 0,5 0,33 0,67 
  
X X 
609 T C 2 2 3 17 20 0,5 0,5 0,15 0,85 
  
X X 
654 G A 3 1 30 2 32 0,75 0,25 0,94 0,06 X 
   658 C T 3 1 31 2 33 0,75 0,25 0,94 0,06 X 
   1014 G A 2 2 36 26 62 0,5 0,5 0,58 0,42 
  
X X 
1119 G A 2 2 12 19 31 0,5 0,5 0,39 0,61 
  
X X 
1361 G T 2 2 8 25 33 0,5 0,5 0,24 0,76 
  
X X 
1407 T C 2 2 23 29 52 0,5 0,5 0,44 0,56 
  
X X 
1429 G A 3 1 34 12 46 0,75 0,25 0,74 0,26 
  
X 
 1527 A G 2 2 20 13 33 0,5 0,5 0,61 0,39 
  
X X 
1768 A G 2 2 23 15 38 0,5 0,5 0,61 0,39 
  
X X 
1867 A G 3 1 90 5 95 0,75 0,25 0,95 0,05 
   
X 
1970 C T 2 2 6 8 14 0,5 0,5 0,43 0,57 
  
X X 
2391 C T 3 1 74 3 77 0,75 0,25 0,96 0,04 
   
X 
2478 C T 3 1 67 9 76 0,75 0,25 0,88 0,12 
   
X 
2484 G T 2 2 30 24 54 0,5 0,5 0,56 0,44 X X 
  2531 C T 3 1 52 15 67 0,75 0,25 0,78 0,22 
  
X 
 2619 T C 3 1 99 0 99 0,75 0,25 1,00 0,00 
 
X 
  2659 A C 3 1 62 34 96 0,75 0,25 0,65 0,35 
  
X 
 2871 G A 2 2 62 64 126 0,5 0,5 0,49 0,51 
  
X X 
2896 G A 2 2 67 75 142 0,5 0,5 0,47 0,53 X X 
  2898 A T 3 1 128 17 145 0,75 0,25 0,88 0,12 
   
X 
2928 G A 2 2 63 65 128 0,5 0,5 0,49 0,51 X X 
  2961 A G 3 1 139 3 142 0,75 0,25 0,98 0,02 
   
X 
3103 G A 3 1 80 5 85 0,75 0,25 0,94 0,06 
   
X 
3207 G A 3 1 86 1 87 0,75 0,25 0,99 0,01 
   
X 
3294 C T 3 1 302 82 384 0,75 0,25 0,79 0,21 
  
X 
 3353 T C 3 1 110 2 112 0,75 0,25 0,98 0,02 
   
X 
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Table 3: Continued.  
 
      
Haplotype dosage 
(Genomic data) 
Reads count  
RNA-seq RNA-seq 
deep 
(reads) 
Genomic  
frequency 
RNA-seq  
frequency 
Haplotypes with  
alternative SNP 
Gene 
SNP 
position 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
Main 
haplotype 
Alternative 
haplotype 
0
3
0
H
1
0
 
2
1
4
B
2
0
 
1
8
7
L
2
1
 
1
0
2
H
0
5
 
0
0
7
C
2
2
 
0
4
3
C
1
5
 
1
5
6
D
2
3
 
TOR 
5463 C T 6 1 34 6 40 0,86 0,14 0,85 0,15 
   
 X 
   
5534 C A 5 2 26 15 41 0,71 0,29 0,63 0,37 
     
X X 
5658 G A 5 2 40 33 73 0,71 0,29 0,55 0,45 
     
X X 
5749 T C 5 2 45 44 89 0,71 0,29 0,51 0,49 
     
X X 
5817 C T 5 2 29 16 45 0,71 0,29 0,64 0,36 
     
X X 
5887 G A 5 2 48 18 66 0,71 0,29 0,73 0,27 
     
X X 
5973 A G 5 2 48 23 71 0,71 0,29 0,68 0,32 
     
X X 
6057 C T 5 2 37 20 57 0,71 0,29 0,65 0,35 
     
X X 
6081 G A 5 2 39 22 61 0,71 0,29 0,64 0,36 
     
X X 
6131 A C 5 2 35 18 53 0,71 0,29 0,66 0,34 
     
X X 
6315 G A 6 1 30 1 31 0,86 0,14 0,97 0,03 
     
X 
 
6378 A G 5 2 39 25 64 0,71 0,29 0,61 0,39 
     
X X 
6427 A G 5 2 51 35 86 0,71 0,29 0,59 0,41 
     
X X 
6573 A C 5 2 46 23 69 0,71 0,29 0,67 0,33 
     
X X 
6604 A T 6 1 65 9 74 0,86 0,14 0,88 0,12 
 
X 
     
6646 G T 5 2 44 15 59 0,71 0,29 0,75 0,25 
     
X X 
6726 T C 5 2 37 22 59 0,71 0,29 0,63 0,37 
     
X X 
6855 C T 5 2 76 47 123 0,71 0,29 0,62 0,38 
     
X X 
6924 C T 6 1 96 11 107 0,86 0,14 0,90 0,10 
 
X 
     
7218 T G 5 2 97 55 152 0,71 0,29 0,64 0,36 
     
X X 
7266 G A 5 2 98 57 155 0,71 0,29 0,63 0,37 
     
X X 
7295 T C 4 3 102 67 169 0,57 0,43 0,60 0,40 
    
X X X 
7303 T G 5 2 117 68 185 0,71 0,29 0,63 0,37 
     
X X 
7356 C T 6 1 216 0 216 0,86 0,14 1,00 0,00 
    
X 
  
7371 A G 5 2 138 71 209 0,71 0,29 0,66 0,34 
     
X X 
7380 T C 4 3 117 58 175 0,57 0,43 0,67 0,33 
    
X X X 
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Analysis of BACs shared insertions 
For the three genomic regions that were analyzed, BACs that share 
collinear insertions, i.e., TEs or other unknown sequences that present more than 
93% of identity and were inserted in the exact same site, were found. These shared 
insertions may represent footprints of WGD (Whole Genome Duplication – defined in 
this work as synonym of autopolyploidization) of S. officinarum or S. spontaneum 
genome evolution. 
The divergence time (T=d/2r) of these shared insertions were estimate by 
comparing their entire sequences and applying a mutation rate of 1,3 x 10-8 
substitutions per site per year (Ma and Bennetzen 2004), which should, at least for 
some insertions, define the approximated moment when genome duplication 
occurred. The insertions are shared between two to five homo/homeologous genomic 
regions and all of them, except two (TE “d”, in the TOR genomic region, and TE “b”, 
in the LFY genomic region; Figure 1A and C), diverged less than 2,6 mya (Table S7) 
suggesting these haplotypes may have diverged after the separation of S. 
officinarum and S. spontaneum. Besides, the inertion shared by S. officinarum and S. 
spontaneum haplotypes (TE “d”, Figure 1C and Table S7) diverged around 3,2 mya, 
which is close to the estimated time of S. officinarum and S. spontaneum separation.  
For a RTE inserted into the 25th intron of TOR gene in BACs 030H10 and 
102H05+236B24+077E22 (TE “g”, Figure 1C and Table S7) and an uncharacterized 
small insertion (~500 bp) in the second intron of LFY gene, in BACs 070I10 and 
239D06 (TE “d”, Figure 1A and Table S7) (Figure S5), we designed specific primers 
(Table S9 and Figure S7) to check for their presence in species of the Saccharum 
complex and therefore evaluate their origin. 
The amplifications confirmed that the insertion shared by LFY BACs 
070I10 and 239D06 and the one shared by TOR BACs 030H10 and 102H05 are 
present only in S. officinarum and S. robustum (the wild ancestor of S. officinarum) 
accessions (Figure S6), supporting the possibility that these insertions took place 
after the separation of S. officinarum and S. spontaneum, which is in agreement with 
their estimated divergence time of 1,74 and 0,58 mya respectively (Table S7). These 
results suggest that at least one WGD of S. officinarum lineage happened after 
divergence of S. officinarum and S. spontaneum.  
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Discussion 
The evolution of polyploid genomes, their adaptations and organization to 
ensure the success of the organism are broad and still unclear issues. A consensus 
is that both structural and regulatory changes in polyploid are highly complex and 
species-specific (Chen and Ni 2006; Chen 2007; Otto 2007; Doyle et al. 2008; 
Renny-Byfield and Wendel 2014). Several studies have been developed to elucidate 
these questions for sugarcane and have shown that this highly polyploid genome 
does not seem to have undergone a major genomic reshaping based on synteny with 
sorghum, at the scale of BAC sizes (~12,3 up to 259,2 Kb) (Jannoo et al. 2007; Le 
Cunff et al. 2008; Wang et al. 2010; de Setta et al. 2014), and comparative mapping 
with Poacea sorghum and mayze (Aitken et al. 2014). Our data about the sugarcane 
single copy genes LFY, PHYC and TOR agree with these conclusions. Genomic 
regions encompassing these three genes presented high conservation of gene 
structure and collinearity between the homo/homeologous haplotypes and with 
sorghum and rice. However, in contrast to rice and sorghum, a number of TEs have 
inserted in both intergenic and intronic sequences of these sugarcane genomic 
regions (Figure 1), which partly supports the idea presented by others that sugarcane 
monoploid genome expanded as compared to sorghum (de Setta et al. 2014). 
The polyploid and aneuploid genome of sugarcane cultivars is composed 
by 80-90% of S. officinarum (2n = 8x = 80) derived chromosomes and 10-20% 
derived from S. spontaneum (2n = 5x to 16x = 40 a 128) (Cuadrado et al. 2004; 
D’Hont 2005; Piperidis et al. 2010). This hybrid genomic architecture could be 
identified for the TOR genomic region, for which, based on specific SNPs and indels 
(Figure 2), two haplotypes and five haplotypes were found to have a probable S. 
spontaneum and S. officinarum ancestry, respectively (Group II and I in Figure 1). 
The divergence time estimated for TOR genes haplotypes derived from S. 
officinarum and S. spontaneum (Group I and II in Figure 1C) indicates that S. 
officinarum and S. spontaneum diverged between 2,5 and 3,5 mya. 
Tracking back the origin of the haplotypes is fundamental to understand 
the interactions between S. officinarum and S. spontaneum sub-genomes into the 
hybrid genome of sugarcane cultivars. A crucial aspect is how homo/homeologous 
genes expression pattern in sugarcane is established to maintain the functionality of 
regulatory networks is largely unknown. 
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The LFY, PHYC and TOR gene are important genes in plant development 
and are integrated in regulatory networks in which proteins balance must be 
maintained to guarantee the homeostasis of interactions. The fact is that the 
maintenance of these three genes as single-copy gene in most angiosperms possibly 
represents a mean to efficiently controls their expression level. Therefore, these 
genes are good candidates to evaluate the extent of expression patterns reshaping 
after polyploidization.  
Our data indicate that all haplotypes of the three genes are under purifying 
selection and are, therefore, likely to be functional and expressed. TOR haplotypes 
exhibit a correlation between their genomic dosage and their expression level in 
leaves, both S. spontaneum and S. officinarum derived haplotypes are expressed, 
but not all of them are expressed in the same proportion. However, PHYC haplotypes 
display a clear non-additive pattern of expression with correlation between haplotype 
dosage and relative expression level. These data indicate a non-equivalent mode of 
expression of the different haplotypes, which could partly be related to the insertion 
of TE in the promoter sequences of these genes (cis polymorphism; Rebollo et al. 
2012; Lisch 2013). These data also imply that compensatory processes must operate 
to maintain the right balance of expression of key genes. The expression variations 
observed between the haplotypes may also reflect a process of sub-functionalization 
as has been proposed for the sugarcane ScLSG gene (Moyle and Birch 2013). 
In any case, the unequal expression detected here was quite unexpected 
when considering the recurrent random assortment of chromosomes at meiosis, 
which was interpreted as allowing to keep all haplotypes/alleles at functional form to 
prevent formation of gametes (or individuals) without the complete set of functional 
genes (Grivet et al. 1996; Hoarau et al. 2001; Jannoo et al. 2004). 
Another important issue in sugarcane genome evolution is related to the 
polyploidization events that shaped S. officinarum and S. spontaneum genomes. 
Based on dS values between paralogous exons, Kim et al. (2014) suggested that 
Saccharum and Mischanthus share an allopoliploydization event and that Saccharum 
has experienced a WGD event after separation from Miscanthus. However, no 
evidence of an allopolyploidization event shared with Miscanthus could be detected 
for the exons of the three genes analyzed here. Shared and possibly derived TE 
insertion events should be informative in tracing back duplication events, thus helping 
in defining the chronology of these duplications. Several of such putative insertions 
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have been found in pairs, in three, four or even five of the BACs covering the 
genomic regions of LFY, PHYC and TOR. Most of these insertions occurred after the 
separation of S. officinarum and S. spontaneum (2,5 to 3,5 mya, as estimated here) 
(Table S7). Moreover, according to TOR gene phylogeny, some of these insertions 
are restricted to S. officinarum haplotypes (Figure 1C, Figure S6 an Table S7), 
further supporting the notion that they took place after the separation of S. 
officinarum and S. spontaneum. These shared insertions probably are witnesses of 
one autopolyploidization event of S. officinarum. Additionally, the four S. officinarum 
TOR haplotypes that harbor a set of shared insertions (TEs “a”, “b”, “c”, “e”, “f”, “h”, “i” 
and “j”; haplotypes 102H05+236B24+077E22, 214B20, 030H10 and 007C22; Figure 
1C and Table S7) are the result of two events of WGD independent from S. 
spontaneum. Thus, our results point to the possibility that S. officinarum and its wild 
ancestor, S. robustum, went through two autopolyploidizations to generate the 
octaploid stage after separation from S. spontaneum. Such scenario implies that S. 
spontaneum due to chromosome number variation, also went through independent 
and variable rounds of polyploidizations. 
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Supplementary Material 
Table S1: Specific oligonucleotides for LFY, TOR and PHYC genes used to screen 
the R570 BAC library. 
Oligo name Sequence (5’- 3’) Tm (°C) 
LFY forward GGACCTGGTGGCCGGCTAC 66 
LFY reverse CATGACACGTCCGCGCTCGG 68 
TOR forward GCTTTTTGGTCTGGTGAATACTC 66 
TOR reverse CCTGGCATCTCTATATTCACGG 66 
PHYC forward GCTTAGAGTGGAATAAAGCTATG 64 
PHYC reverse CATTGAGTGGGTTCCTTAATTC 62 
 
 
Table S2: Sequenced BACs for the three genomic regions of LFY, PHYC and TOR. 
BAC ID Length (bp) Genomic region 
Sh011C13 137505 
LFY 
Sh013O24 82736 
Sh015P19 101636 
Sh026K20 137078 
Sh070I10 142194 
Sh202G24 116570 
Sh236J21 93215 
Sh239D06 125137 
Sh245M18 128179 
Sh253I01 95094 
Sh029N14 95399 
PHYC 
Sh038J02 96992 
Sh056J11 85843 
Sh095E16 157590 
Sh173M11 171205 
Sh195J14 125204 
Sh245F11 123714 
Sh007C22 125231 
TOR 
Sh030H10 94493 
Sh043C15 101971 
Sh077E22 71049 
Sh077M22 71034 
Sh102H05 112142 
Sh156D23 87618 
Sh187L21 117753 
Sh236B24 124321 
Sh214B20 125864 
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Table S3: Genes and transposable elements (TEs) contents in LFY, PHYC and TOR BACs. 
   
Gene content Transposable elements content 
    Retrotransposons  
Genomi
c region 
BAC 
BAC 
length (bp) 
Number 
of genes* 
Gene density 
(genes / 100 kb) 
Number of 
annotated TEs** 
TEs density 
(TEs / 100 kb) 
Gypsy
-like 
Copia-
like 
NonLTR 
DNA 
transposon 
LFY 
011C13 137.505 5 3,64 10 7,27 2 3 
 
1 
015P19 101.636 6 5,90 4 3,94 
 
3 
  
070I10 142.194 4 2,81 13 9,14 3 6 1 1 
202G24 + 
013O24 
133.660 6 4,49 9 6,73 3 2 
 
1 
236J21 93.215 6 6,44 9 9,66 1 4 
 
1 
239D06 125.137 4 3,20 8 6,39 3 1 
 
1 
253I01 95.094 2 2,10 7 7,36 2 3 
 
1 
PHYC 
038J02 96.992 6 6,19 6 6,19 3 2     
056J11 85.843 4 4,66 5 5,82 2 2 
  
095E16 157.590 6 3,81 12 7,61 6 3 
 
1 
173M11 171.205 8 4,67 12 7,01 6 2   2 
TOR 
007C22 125.231 2 1,60 10 7,99 6 1 3 
 
030H10 94.493 1 1,06 10 10,58 5 2 2 1 
043C15 101.971 2 1,96 12 11,77 5 4 2 1 
102H05 + 
236B24 + 
077E22 
187.878 2 1,06 15 7,98 11 1 3 
 
156D23 87.618 1 1,14 8 9,13 3 2 1 1 
187L21 117.781 1 0,85 13 11,04 2 8 2 1 
214B20 125.864 2 1,59 9 7,15 5 3 1   
* Including identified pseudogenes. 
** Including uncharacterized regions and unclassified TEs. 
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Figure S1: Gene structure of LFY (A), PHYC (B) and TOR (C).
A) 
B) 
C) 
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Figure S2: Alignment of nucleotide coding sequence of LFY, revealing indels that cause exons sizes differences among sugarcane 
R570 haplotypes. 
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Table S4a: Divergence times between haplotypes of LFY, PHYC and TOR genes of R570 and their orthologous from sorghum and 
rice, based on the synonym substitution rate of Adh genes of grasses.  
Gene   Oryza sativa Sorghum bicolor 011C13 236J21 070I10 239D06 253I01 015P19 202G24+013O24 
LFY 
Oryza sativa                   
Sorghum bicolor 2,42E+07 
        011C13 2,23E+07 6,68E+06 
       236J21 2,20E+07 6,52E+06 8,10E+05 
      070I10 2,32E+07 7,15E+06 1,33E+06 1,35E+06 
     239D06 2,37E+07 7,30E+06 1,87E+06 2,19E+06 1,57E+06 
    253I01 2,21E+07 5,85E+06 8,08E+05 5,38E+05 1,34E+06 2,16E+06 
   015P19 2,32E+07 7,41E+06 1,87E+06 2,18E+06 2,10E+06 3,18E+06 1,61E+06 
  202G24+013O24 2,28E+07 6,82E+06 1,06E+06 1,35E+06 2,10E+06 2,64E+06 7,94E+05 2,09E+06   
           Gene 
 
Oryza sativa Sorghum bicolor 038J02 056J11 095E16 173M11 
   
PHYC 
Oryza sativa             
   Sorghum bicolor 4,06E+07 
        038J02 3,97E+07 5,04E+06 
       056J11 4,00E+07 5,36E+06 5,83E+05 
      095E16 3,97E+07 5,90E+06 1,57E+06 1,97E+06 
     173M11 3,97E+07 5,79E+06 1,47E+06 1,87E+06 2,91E+05   
   
           
Gene   Oryza sativa Sorghum bicolor 
102H05+236B24 
+077E22 
214B20 030H10 187L21 007C22 043C15 156D23 
TOR 
Oryza sativa 
         Sorghum bicolor 4,46E+07 
        102H05+236B24 
+077E22 
4,22E+07 5,74E+06 
       214B20 4,22E+07 5,74E+06 3,32E+05 
      030H10 4,19E+07 5,55E+06 1,66E+05 1,66E+05 
     187L21 4,22E+07 5,74E+06 6,67E+05 6,67E+05 4,99E+05 
    007C22 4,12E+07 5,55E+06 4,99E+05 4,99E+05 3,32E+05 4,99E+05 
   043C15 4,32E+07 5,91E+06 2,88E+06 2,88E+06 2,71E+06 2,88E+06 2,71E+06 
  156D23 4,28E+07 5,73E+06 2,71E+06 2,71E+06 2,54E+06 2,71E+06 2,54E+06 1,66E+05   
Divergence times were estimated using dS values calculated for nucleotide coding sequences (Nei-Gojobori with Jukes-Cantor correction) and applying the 
synonym substitution rate 6,5 x 10-9 (Gaut et al. 1996). 
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Table S4b: Divergence times between haplotypes of LFY, PHYC and TOR genes of R570 and their orthologous from sorghum and 
rice, based on the synonym substitution rates of each gene. 
    Oryza sativa Sorghum bicolor 011C13 236J21 070I10 239D06 253I01 015P19 202G24+013O24 
  
LFY 
Oryza sativa                   
  Sorghum bicolor 2,48E+07 
          011C13 2,29E+07 6,86E+06 
         236J21 2,25E+07 6,69E+06 8,32E+05 
 
       070I10 2,39E+07 7,32E+06 1,36E+06 1,39E+06 
       239D06 2,44E+07 7,50E+06 1,92E+06 2,25E+06 1,61E+06 
      253I01 2,27E+07 6,00E+06 8,29E+05 5,52E+05 1,37E+06 2,22E+06 
     015P19 2,39E+07 7,61E+06 1,92E+06 2,24E+06 2,15E+06 3,27E+06 1,65E+06 
    202G24+013O24 2,34E+07 7,01E+06 1,09E+06 1,39E+06 2,15E+06 2,71E+06 8,16E+05 2,15E+06   
  
                 Oryza sativa Sorghum bicolor 038J02 056J11 095E16 173M11 
     
PHYC 
Oryza sativa             
     Sorghum bicolor 5,15E+07 
          038J02 5,03E+07 6,39E+06 
         056J11 5,07E+07 6,79E+06 7,39E+05 
        095E16 5,04E+07 7,48E+06 1,99E+06 2,49E+06 
       173M11 5,03E+07 7,34E+06 1,86E+06 2,37E+06 3,69E+05   
     
             
  
  Oryza sativa Sorghum bicolor 
102H05+236B24 
+077E22 
214B20 030H10 187L21 007C22 043C15 156D23 
  
TOR 
Oryza sativa 
           Sorghum bicolor 5,48E+07 
          102H05+236B24 
+077E22 
5,19E+07 7,06E+06 
         214B20 5,19E+07 7,05E+06 4,09E+05 
        030H10 5,15E+07 6,83E+06 2,04E+05 2,04E+05 
       187L21 5,19E+07 7,06E+06 8,20E+05 8,20E+05 6,14E+05 
      007C22 5,06E+07 6,83E+06 6,14E+05 6,14E+05 4,09E+05 6,14E+05 
     043C15 5,31E+07 7,27E+06 3,55E+06 3,55E+06 3,33E+06 3,55E+06 3,33E+06 
    156D23 5,27E+07 7,05E+06 3,33E+06 3,33E+06 3,12E+06 3,33E+06 3,12E+06 2,04E+05   
  Divergence times were estimated using dS values calculated for nucleotide coding sequences (Nei-Gojobori with Jukes-Cantor correction) and applying the 
synonym substitution rates obtained for each gene (LFY = 6,33 x 10-09; PHYC = 5,13 x 10-09; TOR = 4,62 x 10-09). 
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Table S5: Screening of S. officinarum and S. spontaneum specific SNPs (Single 
Nucleotide Polymorphisms), identified in R570 haplotypes of PHYC and TOR genes. 
Gene Haplotype SNP position R570 S. officinarum S. spontaneum 
LFY Group 239_D06 2939 C C/T T 
  3110 C T/C T/G 
  3113 T T/A A/C 
PHYC Group I 038J02 187 A A G 
  
1119 G A G 
 
056J11 505 C C T 
  2062 A A/T T 
  4599 C C/T T 
PHYC Group II 095E16 1367 G G T 
  
1867 T C T/C 
  4856 C C G 
 
173M11 347 T T C 
  
1366 G G T/C 
  
1865 T C T/C 
  4855 C C G 
TOR Group I 007C22 3277 C C/T T 
  3279 G G/T T 
  
5553 G G/T T 
  
6678 G G/A A 
 
030H10 4419 C C/T T 
  
5553 T G T 
  
6678 G G/A A 
       214B20 6294 C G/C T/G 
 
102H05 + 
236B24 + 
077E22 
165 G G/T T 
 
TOR Group II 043C15 875 A A/G G 
 
156D23 1276 C A C/A 
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Figure S3: Sequencing of exons 27 and 43 TOR gene from S. officinarum and S. 
spontaneum. Each sequence of S. officinarum and S. spontaneum represents a 
sequenced clone from a single genotype. Polymorphisms are indicated with boxes. 
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A)
 
Figure S4: Alignment of PHYC (A) and TOR (B), first 1 Kb sequences upstream 
genes start codon (position 1001 to 1003 – not shown). Sites with more than 70% of 
identity are highlighted in black. Sequences are represented in 5’- 3’ direction.
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B) 
 
Figure S4: Continued. 
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Table S6: List of Saccharum Complex germplasm accessions used for the presence 
/ absence of shared insertions. 
Access Species 
SES14   S. spontaneum 
Tainan96   S. spontaneum 
Pasoer S. spontaneum 
SES106   S. spontaneum 
SES178   S. spontaneum 
IK76067   S. spontaneum 
Co local   S. spontaneum 
Mandalay   S. spontaneum 
Glagah WT   S. spontaneum 
Coimbatore S. spontaneum 
NG77021   S. robustum 
NG77230   S. robustum 
Mol4503   S. robustum 
IS76138   S. robustum 
US5715920 S. robustum 
Black cheribon S. officinarum 
Crystallina S. officinarum 
Badila S. officinarum 
BNS3066   S. officinarum 
Lousier S. officinarum 
NG28201 S. edule 
SE78 S. edule 
SE97 S. edule 
NG5719 S. edule 
Miscanthus Miscanthus 
Erianthus Erianthus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 67 
Table S7: Collinear TE insertions among homo/homeologous BACs in LFY, PHYC and TOR genomic regions. 
Genomic 
region 
TE  Class and superfamily of TEs 
BACs sharing the 
insertion 
Insertion time 
(Mya)* 
Average of % 
identity 
Divergence time 
(Mya)** 
LFY 
a Uncharacterized region 011C13 - 98,80   
  
236J21 
  
0,58 
  
070I10 
  
0,58 
  
239D06 
  
0,08 
b DNA transposon 011C13 - 94,46 
 
  
236J21 
  
1,04 
  
239D06 
  
2,58 
  
253I01 
  
3,31 
  
202G24+013O24 
  
3,27 
c Uncharacterized region 011C13 - 96,42 
 
  
236J21 
  
1,27 
  
015P19 
  
2,04 
  
202G24+013O24 
  
1,88 
d Uncharacterized region 070I10 - 95,65 
 
  
239D06 
  
1,74 
e LTR retrotransposon Copia-like 253I01 1,79 93,19 
 
    202G24+013O24     1,31 
PHYC 
a LTR retrotransposon Copia-like 095E16 2,37 99,20 
 
  
173M11 
  
0,31 
b LTR retrotransposon Copia-like 095E16 0,65 98,87 
 
  
173M11 
  
0,42 
c LTR retrotransposon Gypsy-like 095E16 1,85 98,33 
 
  
173M11 
  
0,65 
d DNA transposon 095E16 - 99,48 0,65 
  
173M11 
   
* Estimation of insertion time of LTR retrotransposons using Kimura's two-parameters model and a mutation rate of 1,3 x 10-8 substitutions per site 
per year (Ma and Bennetzen 2004), based on LTRs distance of each LTR retrotransposon (SanMiguel et al. 1998). 
**Estimation of divergence times of all TEs using Kimura's two-parameter model, with a mutation rate of 1.3x10-8 substitutions per site per year, as 
described by Ma and Bennetzen (2004), based on complete TE sequence alignments. Presented values refer to the divergence time between 
corresponding BAC and the first BAC mentioned in the table for that TE. 
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Table S7: Continued. 
Genomic 
region 
TE  Class and superfamily of TEs BACs sharing the insertion 
Insertion time 
(Mya)* 
Average of % 
identity 
Divergence time 
(Mya)** 
PHYC 
e LTR retrotransposon Copia-like 095E16 1,04 99,09 
 
  
173M11 
  
0,35 
f LTR retrotransposon Gypsy-like 095E16 0,19 98,59 
 
  
173M11 
  
0,19 
g LTR retrotransposon Copia-like 038J02 - 95,85 
 
  
056J11 
  
1,73 
h Uncharacterized region 038J02 - 94,84 
 
  
056J11 
  
2,19 
i LTR retrotransposon Gypsy-like 095E16 1,96 97,87 
 
    173M11     0,85 
TOR 
a LTR retrotransposon Gypsy-like 007C22 3,38 99,48 
 
  
102H05+236B24+077E22 
  
0,23 
b LTR retrotransposon Gypsy-like 007C22 2,27 98,59 
 
  
030H10 
  
0,65 
  
102H05+236B24+077E22 
  
0,35 
c LTR retrotransposon Gypsy-like 102H05+236B24+077E22 - 98,56 
 
  
030H10 
  
0,31 
  
007C22 
  
0,65 
d NonLTR retrotransposon LINE 007C22 - 95,66 
 
  
030H10 
  
0,41 
  
102H05+236B24+077E22 
  
0,18 
  
187L21 
  
1,88 
  
156D23 
  
3,12 
e LTR retrotransposon Gypsy-like 102H05+236B24+077E22 - 98,61 
 
  
030H10 
  
0,69 
  
007C22 
  
0,39 
* Estimation of insertion time of LTR retrotransposons using Kimura's two-parameters model and a mutation rate of 1,3 x 10-8 substitutions per site 
per year (Ma and Bennetzen 2004), based on LTRs distance of each LTR retrotransposon (SanMiguel et al. 1998). 
**Estimation of divergence times of all TEs using Kimura's two-parameter model, with a mutation rate of 1.3x10-8 substitutions per site per year, as 
described by Ma and Bennetzen (2004), based on complete TE sequence alignments. Presented values refer to the divergence time between 
corresponding BAC and the first BAC mentioned in the table for that TE. 
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Table S7: Continued. 
Genomic 
region 
TE  Class and superfamily of TEs 
BACs sharing the 
insertion 
Insertion time 
(Mya)* 
Average of % 
identity 
Divergence time 
(Mya)** 
TOR 
f LTR retrotransposon Gypsy-like 007C22 0,17 98,38 
 
  
102H05+236B24+077E22 
  
0,65 
g LTR retrotransposon Gypsy-like 102H05+236B24+077E22 0,35 98,58 
 
  
030H10 
  
0,58 
h LTR retrotransposon Gypsy-like 030H10 5,53 95,13 
 
  
102H05+236B24+077E22 
  
2,08 
  
214B20 
  
1,88 
i LTR retrotransposon Gypsy-like 030H10 5,63 94,80 
 
  
102H05+236B24+077E22 
  
2,27 
  
214B20 
  
2,08 
j LTR retrotransposon Gypsy-like 102H05+236B24+077E22 1,38 97,39 
 
  
214B20 
  
1,04 
k DNA transposon 043C15 - 97,75 
 
  
156D23 
  
0,89 
l LTR retrotransposon Gypsy-like 043C15 - 95,74 
 
  
156D23 
  
1,81 
* Estimation of insertion time of LTR retrotransposons using Kimura's two-parameters model and a mutation rate of 1,3 x 10-8 substitutions per site 
per year (Ma and Bennetzen 2004), based on LTRs distance of each LTR retrotransposon (SanMiguel et al. 1998). 
**Estimation of divergence times of all TEs using Kimura's two-parameter model, with a mutation rate of 1.3x10-8 substitutions per site per year, as 
described by Ma and Bennetzen (2004), based on complete TE sequence alignments. Presented values refer to the divergence time between 
corresponding BAC and the first BAC mentioned in the table for that TE. 
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Figure S5: Shared insertions by pairs of BACs. The insertions are in introns of LFY and TOR. Alignments show the high degree of 
conservation between shared insertions and that the insertion sites are exactly the same, confirming the ancestral origin. TSD= 
Target Site Duplication; LTR= Long Terminal Repeat.  
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Figure S5: Continued. 
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Figure S6: Presence/absence analyses of BAC shared insertions in different 
accessions of Saccharum complex germplasm bank. A) Amplification using the 
primers LFY_070_F1.1/ R1.1 and LFY_11F/ 11R. 239D06 is one of the LFY BACs 
that contain the insertion; 011C13 is one of the LFY BACs that does not have the 
insertion. B) Amplification using the primers TOR_F2 / R1.1 and TOR_08F/ 08R/ 
R1.1. 102H05 is one of the TOR BACs that have the insertion; 007C22 is one of the 
TOR BACs that doesn’t contain the insertion. Black arrows indicate the expected 
band for insertion presence. Blue arrows indicate amplifications in S. spontaneum. M: 
Molecular weight marker; Sp: S. spontaneum; Off: S. officinarum; Rob: S. robustum; 
S.ed: S. edule. C -: negative control (without DNA). 
A) 
B) 
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Table S9: Oligonucleotides for presence/absence screening of shared insertions. 
Oligo name Sequence 5’- 3’ 
LFY_070_F1.1 TTGGGCCTCGTTTAGTTCAG 
LFY_070_R1.1 CAGACGCAGCTCACGGATC 
LFY_11F ATCGATGCGTTCCTGCGTCC 
LFY_11R TGGGCTTGTTGATGTAGCTCG 
TOR_F2 CTAGTCCATTCATTCCAACATG 
TOR_R1.1 TTCCGCAGATCATCATTGTTG 
TOR_08F CAGGTTGGTACTCATGTTTCG 
TOR_08R AGCATACATGGGCCTCATGG 
 
 
 
 
Figure S7: Schematic representation of specific primers designed to differentiate 
presence/absence of shared insertions. A) Primers for LFY insertion “d” (Figure 1A 
and Table S7) of BACs 070I10 and 239D06. B) Primers for TOR LTR-RTE insertion 
“g” (Figure 1C and Table S7) of BACs 030H10 and 102H05+236B24+07722. Black 
boxes represent exons of LFY and TOR genes. Colored boxes are the insertions. 
The line connecting exons represents intron. Inside blue lines are representations of 
the expected fragments for amplifications using the indicated combinations of 
primers. “+” = result for accessions that have the insertion; “-“ = result for accessions 
that do not have the insertion; “+/-“ = result for accessions that have both haplotypes 
with and without insertion. Red X indicates that those expected fragments could not 
be amplified. 
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CONCLUSÕES  
Os resultados apresentados corroboram com os dados anteriores de que 
o genoma da cana-de-açúcar apresenta elevada sintenia com sorgo e arroz e que 
um possível pico de atividade de elementos de transposição possa ter ocorrido após 
sua separação de sorgo, explicando em partes o aumento no tamanho do genoma 
da cana-de-açúcar (10000 Mpb), quando comparado com sorgo e arroz ( 1600 e 860 
Mpb).  
Dentre os genes cópia única analisados, TOR foi o que apresentou maior 
riqueza de informações. Seus haplótipos permitiram rastrear suas origens (se 
derivados de S. officinarum ou S. spontaneum) e estimar o tempo de divergência 
entre S. officinarum e S. spontaneum em 2,5 a 3,5 milhões de anos atrás. 
Além disso, existem indícios de que todos os haplótipos de TOR, de LFY 
e de PHYC sejam expressos e funcionais, pois estão sob seleção purificadora 
(dN/dS < 1). No entanto as análises do transcriptoma de folha revelaram que, apesar 
de não haver viés de expressão em direção a um dos subgenomas ancestrais, nem 
todos os haplótipos são expressos da mesma maneira para compor a expressão 
final dos genes.  
Por fim, a análise da distribuição, do momento de iserção e do tempo de 
divergência de TEs compartilhados por pares ou grupos de haplótipos, 
especialmente os observados nos haplótipos de TOR, indicam que as duas 
duplicações genômicas de S. officinarum, que culminaram no estágio octaploide 
encontrado hoje, ocorreram após sua separação de S. spontaneum.  
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PERSPECTIVAS 
- Avaliar a expressão gênica dos haplótipos homo/homeólogos em outros 
tecidos e estágios de desenvolvimento, afim de confirmar se as diferenças de 
expressão observadas entre os haplótipos representam a ocorrência de 
subfuncionalização. 
- Analisar os padrões de segregação dos haplótipos da R570, em busca de 
melhor compreender o comportamento meiótico dos cromossomos e auxiliar 
na definição de alelos para um organismo autopoliploide. 
- Buscar novas evidências, nos BACs sequenciados de cultivares de cana-de-
açúcar e nos bancos de sequências de S. officinarum e S. spontaneum, que 
ajudem a entender e datar as autopoliploidizações de S. officinarum e de S. 
spontaneum, a fim de melhor compreender como estes genomas evoluíram 
desde sua separação até o momento em que foram novamente unidos nas 
cultivares modernas. Para isso, a melhor estratégia exige a obtenção de 
informações de sequencias detalhadas sobre o espaço gênico dos dois 
ancestrais das cultivares modernas. 
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